



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMÁN  








“EVALUACIÓN DEL POTENCIAL 
ANTIINFLAMATORIO DE ESPECIES VEGETALES QUE 






Romina Torres Carro 
Licenciada en Biotecnología 
 
 






Trabajo realizado en  






Con el apoyo financiero del Consejo Nacional de Investigaciones 
Científicas y Técnicas (CONICET), la Agencia Nacional de Promoción 
Científica y Tecnológica (ANPCYT) y Consejo de Investigaciones de la 
Universidad Nacional de Tucumán (CIUNT). 
Facultad de Ciencias Naturales e IML 
Autoridades 
Honorable consejo directivo 
Dra. María Inés Isla 
Dr. Eduardo Domínguez 
Dra. Virginia Sara Luz Abdala 
Dr. Mario Alejandro Caria 
Dra. María Daniela Miotti 
Dr. Julián Patricio Gómez Augier 
Lic. Andrea Liliana Peralta 
Sr. Osmar Antonio Lazarte 
Sr. Juan Carlos Zárate 
Sr. Marcos Darío Ponssa 
Lic. Olga Myriam Sidán 
 
Decano 
Dr. Hugo Rafael Fernández 
Vicedecana 
Dra. Norma Lidia Nasif 
Secretaria Académica 
Dra. Alejandra María Kortsarz González 
Secretario de Posgrado 
Mag. Pablo José Sesma 
Secretario de Extensión 
Arql. Luis Medardo Monti 
 
Trabajo de posgrado para la obtención del grado académico 
superior de Doctora en Ciencias Biológicas 
 
 
Carrera de Doctorado en Ciencias Biológicas 
Acreditado y categorizado A ante la 
Comisión Nacional de Acreditación Universitaria (CONEAU) 




Lic. Romina Torres Carro 
 
Directora 
Dra. María Rosa Alberto 
 
Comisión de Supervisión 
Dra. María Rosa Alberto – Directora 
Dra. Iris Catiana Zampini – Experta en el tema 









A mi directora, Dra. María Rosa Alberto, por animarme, confiar en 
mí y brindarme su apoyo y guía constante durante todo el proceso de 
investigación desde mi tesina de grado. 
A mi directora asociada, Dra. María Inés Isla, por abrirme las 
puertas de su laboratorio para que yo pudiera investigar; por su ayuda y 
enseñanzas durante todos estos años. 
A la Universidad Nacional de Tucumán, Departamento de posgrado 
de la Facultad de Ciencias Naturales e IML, por permitirme obtener el 
título de Doctora en Ciencias Biológicas. 
A mis compañeros de laboratorio, por su ayuda, por las risas y por 
hacer que este largo camino fuera más ameno. 
A mis padres y mi hermana, con mucho cariño, por siempre estar 
presentes sin importar la situación, por su ayuda incondicional, por 
aguantar todas mis crisis y brindarme su amor incondicional, no hay 
palabras suficientes para expresarles mis agradecimientos. A ellos les 
dedico este trabajo con mucho cariño. 
 
P á g i n a  | 2 
 
PUBLICACIONES 
Torres Carro, R., Isla, M.I., Ríos, J.L., Giner, R.M., Alberto, M.R. 2015. Anti-
inflammatory properties of hydroalcoholic extracts of Argentina Puna plants. Food 
Research International 67: 230-237. 
Torres Carro, R., Isla, M.I., Thomas Valdes, S., Jiménez Aspee, F., Schmeda 
Hirschmann, G., Alberto, M.R. 2017. Inhibition of pro-inflammatory enzymes by 
medicinal plants from the Argentinean highlands (Puna). Journal of 
Ethnopharmacology 205: 57-68. 
Torres-Carro, R., Ana, Y., Rojas-Márquez, J.D., Stempin, C.C., Zampini, I.C., Isla, 
M.I., Alberto, M.R. 2018. Phytotherapic formulation using Argentinean Puna medicinal 
plants: a synergism study. (ENVIADO). 
 
CONGRESOS 
Perfil Fitoquímico y Actividad Antilipoxigenasa de Plantas de la Puna Argentina 
Pertenecientes a las Familias Ephedraceae, Frankeniaceae, Rosaceae, Solanaceae y 
Verbenaceae. Torres Carro, R.; Alberto, M.R.; D’Almeida, R.; Isla, M.I. Publicado en 
Serie Monográfica y Didáctica Vol.52, pp. 131. ISSN 0327-5868. 2011. 
Phytochemical Profile and Anti-lipoxygenase Activity of Alcoholic Extracts of 
Plant Species from Asteraceae Family. Torres Carro, R.; Alberto, M.R.; Isla, M.I. 
Publicado en BIOCELL Vol.36 N°2, pp. A71. ISSN/ISBN: 0327-9545. 2012. 
Inhibición de la enzima hialuronidasa por extractos vegetales pertenecientes a 
las familias Asteraceae, Ephedraceae, Frankeniaceae, Rosaceae y Verbenaceae. Torres 
Carro, R.; Alberto, M.R. Publicado en el Libro de Resúmenes 2012 de las quintas 
jornadas de jóvenes investigadores de la UNT, pp. 76. ISBN: 978-987-1881-02-4. 2012. 
Inhibición de la Enzima Ciclooxigenasa por Especies Vegetales de Ambientes 
Extremos del Noroeste Argentino. Torres Carro, R.; D’Almeida, R.; Alberto, M.R.; Isla, 
M.I. Publicado en el Libro de Resúmenes 2012 de las XIII Jornadas Científicas y 
Encuentro de Jóvenes Investigadores “Augusto Palavecino”. Publicación digital. 2012. 
Stabilization of Lisosome Membrane by Species from Asteraceae, Ephedraceae, 
Frankeniaceae, Solanaceae, Rosaceae and Verbenaceae Families. Torres Carro, R.; 
P á g i n a  | 3 
 
Alberto, M.R.; Isla, M.I. Publicado en BIOCELL Vol.37 N°2, pp.51. ISSN/ISBN: 0327-9545. 
2013. 
Plantas Medicinales de la Puna Argentina: Actividad Inhibitoria de Mediadores 
de la Inflamación. Torres Carro, R.; Isla, M.I.; Ríos, J.L.; Giner, R.M.; Giner, E.; Alberto, 
M.R. Publicado en la revista Domingezia Vol. 29, pp. 121-122. ISSN/ISBN: 1669-6859. 
2013. 
Actividad Antiinflamatoria de Catorce Especies Vegetales de las Regiones Áridas 
del Noroeste Argentino. Torres Carro, R.; D’Almeida, R.; Isla, M.I.; Alberto, M.R. 
Publicado en la revista Domingezia Vol. 29, pp. 122. ISSN/ISBN: 1669-6859. 2013. 
Uso de plantas de ambientes áridos y semiáridos del NOA para el desarrollo de 
fitomedicamentos y productos cosméticos. Zampini, I.C.; Isla, M.I.; Alberto, M.R.; 
Sayago, J.E.; Torres, S.; Cuello, S.; Arias, M.; Moreno, A.; Carabajal, A., Torres Carro, R.; 
Heredia, J.; Rodríguez, F. Publicado en la revista Lapsus Calami Publicación especial 
Edición 1, pp. 51. ISSN/ISBN: 2422-639X. 2016. 
Capacidad antioxidante y perfil fitoquímico de extractos alcohólicos y acuosos 
de Tessaria absinthioides. Torres Carro, R.; Cardozo, R.; Isla, M.I.; Alberto, M.R. 
Publicado en la revista Dominguezia Vol. 33 (1), pp. 80. ISSN/ISBN: 1669-6859. 2017. 
Inhibición de enzimas pro-inflamatorias por preparados fitoterápicos a partir de 
especies vegetales de la Puna Argentina. Torres Carro, R.; Isla, M.I.; Alberto, M.R. 
Publicado en la revista Dominguezia Vol. 33 (1), pp. 80-81. ISSN/ISBN: 1669-6859. 
2017. 
Flora del Noroeste Argentino, fuente de productos bioactivos con aplicación 
biotecnológica. Zampini, I.C.; Alberto, M.R., Carabajal, M.P.A.; Torres Carro, R.; 
Moreno, A.; Heredia, J.; Isla, M.I. Publicado en la revista Dominguezia Vol. 33 (1), pp. 
19-20. ISSN/ISBN: 1669-6859. 2017. 
P á g i n a  | 4 
 
RESUMEN 
En el presente trabajo se evaluó la capacidad antiinflamatoria de extractos 
hidroalcohólicos obtenidos a partir de 13 especies vegetales medicinales, las cuales 
fueron recolectadas en distintas regiones de la Puna argentina. La composición 
fitoquímica de los extractos se determinó cuali y cuantitativamente y se evaluó su 
capacidad para proteger la membrana de los lisosomas e inhibir diferentes enzimas 
proinflamatorias en sistemas celulares (macrófagos RAW 264.7) y libres de células. 
Asimismo, se determinó su capacidad antioxidante (depuración del óxido nítrico (NO) y 
radical ABTS, reducción del Fe3+, quelación del Fe2+ e inhibición de la oxidación 
lipídica). En función de los resultados obtenidos, se seleccionaron las tres especies más 
activas y se realizó la identificación tentativa de sus principales componentes por 
HPLC-ESI-MS/MS. Estas 3 especies se combinaron para obtener mezclas binarias y 
ternarias, y se evaluó su capacidad antioxidante e inhibitoria de enzimas 
proinflamatorias. Adicionalmente, se obtuvieron perfiles de HPLC-DAD de las 
combinaciones a fin de determinar la presencia de marcadores químicos y se evaluó la 
toxicidad de las especies vegetales y las mezclas. 
Los resultados mostraron que todas las especies evaluadas inhibieron las 
diferentes enzimas proinflamatorias. En particular se destacaron tres especies, las 
cuales fueron seleccionadas para preparar las mezclas: Parastrephia lucida, Tessaria 
absinthioides y Ephedra multiflora. P. lucida y T. absinthiodes se destacaron como las 
especies con mayor capacidad inhibitoria de las enzimas fosfolipasa A2 (sFLA2), 
ciclooxigenasa (COX-2) y óxido nítrico sintasa (iNOS). Adicionalmente, T. absinthioides 
fue capaz de inhibir la actividad de la hialuronidasa en mayor medida que los 
antiinflamatorios comerciales utilizados como controles. E. multiflora fue la especie 
más activa en la inhibición de la lipoxigenasa (LOX), además de ser una de las especies 
con mayor capacidad inhibitoria de la hialuronidasa y COX-2. El análisis por HPLC-ESI-
MS/MS de estas tres especies permitió identificar tentativamente 12 compuestos 
entre los que se destacan diversos flavonoides y ácidos fenólicos. 
A partir de estas tres especies se obtuvieron siete mezclas binarias y ternarias, 
las cuales exhibieron sinergismo en la inhibición de las enzimas hialuronidasa, LOX y 
COX-2. La mayoría de las combinaciones inhibieron ligeramente la actividad de las 
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enzimas sFLA2 y xantina oxidasa, mientras que dos mezclas ternarias, y dos binarias 
inhibieron en mayor medida la expresión de la iNOS en cultivos celulares. Por otra 
parte, todas las combinaciones presentaron sinergismo en la reducción del Fe3+, 
inhibición de la hemólisis oxidativa y depuración del NO y del radical catión ABTS. 
Todas las combinaciones fueron capaces de reducir los niveles oxidativos de los 
macrófagos murinos (extraídos de ratones C57/BL6) hasta niveles inferiores a los 
basales. Ninguna de las especies y combinaciones presentó citotoxicidad en glóbulos 
rojos humanos ni toxicidad en el test de Artemia salina. Asimismo, ninguna 
combinación presentó propiedades mutagénicas ni pro-mutagénicas. 
Los resultados obtenidos sugieren que las especies arbustivas analizadas serían 
capaces de inhibir la producción de diferentes mediadores de la inflamación. Esto 
respalda los usos populares atribuidos a las mismas, y su uso potencial de forma 
individual o en combinación como parte de formulaciones fitoterápicas para el 
tratamiento de patologías crónicas asociadas a procesos inflamatorios. 
Adicionalmente, estos estudios aportan al conocimiento fitoquímico y bioquímico la 
flora nativa de ambientes extremos del Noroeste Argentino y contribuyen a la 
valorización de los usos medicinales tradicionales de nuestra flora nativa. 
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ABSTRACT 
We evaluated the anti-inflammatory capacity of 13 medicinal plant species, 
which were collected at different region of the Argentine Puna. The phytochemical 
composition of the extracts was determined using qualitative and quantitative 
methods, and their capacity to protect the red blood cells’ membrane and their 
capacity to inhibit pro-inflammatory enzymes in cellular (macrophages RAW 264.7) 
and cell free systems was also evaluated. The antioxidant capacity was determined 
according to the plant species’ capacity to reduce Fe3+, chelate Fe2+, scavenge NO and 
ABTS radical and to inhibit lipid peroxidation. The three most active plant species were 
selected, and their phytochemical components were elucidated by HPLC-ESI-MS/MS. 
These three plant species combined to obtain binary and ternary herbal mixtures, 
which were analyzed to determine their antioxidant and anti-inflammatory capacities. 
An HPLC-DAD analysis was carried out to stablish the presence of chemical markers. 
The toxicity of the 13 plant species and the binary and ternary mixtures was also 
evaluated. 
 All the plant species were able to inhibit different pro-inflammatory enzymes, 
and three of them were selected according to their higher inhibitory activity: 
Parastrephia lucida, Tessaria absinthioides and Ephedra multiflora. P. lucida and T. 
absinthioides exhibited the highest capacity to inhibit the enzymes sPLA2, COX-2 and 
iNOS, while T. absinthioides was the most active specie to inhibit hyaluronidase 
activity, being more active than the commercial anti-inflammatory drugs used as 
control. E. multiflora was the most active species to inhibit LOX activity and showed 
some of the highest capacity to inhibit hyaluronidase and COX-2 activity. The HPLC-ESI-
MS/MS analysis of these three plant species led to the tentative identification of 12 
phytochemical compounds, which were mostly flavonoids and phenolic acids. 
 These three plant species were combined to obtain seven binary and ternary 
mixtures, which showed a synergistic effect for the inhibition of hyaluronidase, LOX 
and COX-2. Most of the combinations showed a slight capacity to inhibit sFLA2 and 
xanthine oxidase, while two ternary combinations and two binary combinations were 
able to inhibit the expression of iNOS in cellular systems. On the other hand, all the 
herbal mixtures showed synergism for the inhibition of the oxidative hemolysis, 
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reduction of Fe3+ and to scavenge NO and ABTS•+ radical. Moreover, all the herbal 
mixtures were able to deplete the oxidative potential of murine macrophages to levels 
lower than the basal status. 
 Neither the plant species or the herbal mixtures were cytotoxic and did not 
affect the viability of Artemia salina. Moreover, the herbal combinations were not 
mutagenic nor pro-mutagenic on the Ames test. 
 These results suggest that these plant species could inhibit the synthesis of 
different inflammation mediators, which support their traditional use as well as their 
potentiality to be used individually or in combination as part of phytotherapic 
formulation aimed to treat chronic inflammatory diseases. Additionally, this study 
contributes to the phytochemical and biochemical knowledge, as well as contribute to 
valorizate the tradicional use of native medicinal plant species that inhabit the 
northwestern Argentina. 
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La medicina tradicional comprende todos los conocimientos, habilidades y 
prácticas basadas en teorías, creencias y experiencias del folklore de las diferentes 
culturas del mundo, los cuales se aplican tanto al mantenimiento de la salud, como a la 
prevención, diagnosis, mejora y tratamiento de enfermedades de carácter físico o mental 
(OMS, 2013). En los últimos años la medicina tradicional ha recobrado progesivamente 
su importancia en la sociedad debido a su abordaje más integral de la salud y a sus 
escasos efectos adversos en tratamientos prolongados.  
Entre las prácticas más difundidas, la medicina herbal o fitomedicina ha jugado 
un rol importante en la medicina no sólo como fuente de agentes terapéuticos contra una 
gran variedad de enfermedades complejas, sino también como fuente directa de 
compuestos bioactivos que posteriormente dieron lugar al desarrollo de gran cantidad de 
medicamentos que hasta el día de hoy continúan siendo ampliamente utilizados en la 
medicina moderna. La revalorización de la medicina herbal en la última década está 
dada por su eficacia en el tratamiento a largo plazo de enfermedades complejas a bajos 
costos y con escasos efectos secundarios.  
La popularización de las plantas medicinales conlleva la necesidad de un estudio 
científico exhaustivo de las especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional para 
asegurar el uso seguro y eficaz de las mismas.  
En la región altoandina del noroeste argentino existe una extensa y rica tradición 
de uso de plantas nativas de la región con fines medicinales y alimenticios, la cual se 
remonta hasta las culturas prehispánicas que habitaban la región. En los tiempos 
modernos, lo habitantes de la región utilizan plantas medicinales nativas como 
complemento de la medicina moderna, consumiéndolas en forma de infusiones, 
decociones y macerados, o bien preparan cataplasmas y emplastos, a fin de aliviar los 
P á g i n a  | 18 
 
síntomas de diversas enfermedades. Asimismo, estas plantas medicinales constituyen 
una potencial fuente de ingreso al ser comercializadas en mercados de las comunidades 
de alta montaña (Barbarán, 2008; Pérez 2006). Sin embargo, si bien existe un 
conocimiento botánico y etnobotánico de la región, el conocimiento científico sobre sus 
actividades biológicas y su composición fitoquímica es escaso o nulo; por lo que con el 
presente trabajo se pretende estudiar las actividades biológicas de especies vegetales de 
la región altoandina del noroeste argentino (Puna) a fin de aportar al conocimiento 
científico de la flora nativa la región y su uso en la medicinal tradicional entre las 
comunidades de la Puna argentina.  
 
1. Historia de la farmacobotánica. 
Las plantas, tanto en su uso medicinal como alimenticio, han constituido una parte 
importante en la vida del ser humano desde la antigüedad. Los registros arqueológicos 
han permitido rastrear el uso de plantas con fines medicinales en una gran variedad de 
culturas, como la egipcia, india, china, griega, romana, entre otras. Originalmente, las 
propiedades curativas eran campo de conocimiento exclusivo de los chamanes de las 
aldeas, y este conocimiento solía ser utilizado como herramienta para escalar posiciones 
en la comunidad e infundir miedo entre la sociedad debido a los poderes mágicos que se 
les atribuía. Así, en varias culturas, las propiedades curativas de las plantas medicinales 
quedaron vinculadas a la superstición y a la magia (Ody, 2017).  
Esta asociación no perdió validez hasta mucho tiempo después, cuando se inició 
un verdadero estudio sistemático de las plantas y sus propiedades. Los profundos 
cambios sociales, el surgimiento de nuevas corrientes de pensamientos y el desarrollo 
de las doctrinas científicas incentivaron los primeros estudios científicos de las 
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propiedades medicinales de las plantas, alejándolas del misticismo que las rodeaba 
(Edelsztein, 2011).  
Una teoría popular en el siglo XVI fue la Teoría de las signaturas de Paracelsus, la 
cual establecía que las plantas presentaban una serie de características físicas 
particulares que le revelaban al ser humano su uso medicinal. Como resultado, durante 
años se asoció las propiedades curativas de las plantas a la semejanza entre su estructura 
con la forma de algún órgano del cuerpo humano (Bauer Petrovska, 2012). Paracelsus 
también estableció que para comprender la forma en que actuaban las plantas se debía 
conocer su mecanismo interno, ya que en las plantas existía de forma constitutiva un 
elemento microscópico que producía su acción. Ambas teorías (a pesar de las falencias 
de la primera) ayudaron al avance de la medicina natural y contribuyeron al desarrollo 
de diferentes registros sobre las plantas y sus virtudes curativas, proceso en el que los 
herbarios y jardines botánicos cumplieron un rol central (William y Thomson, 1981; Le 
Comte, 2007; Edelsztein, 2011).  
El descubrimiento del “Nuevo Mundo”, con su exuberante vegetación, incrementó 
no sólo la diversidad vegetal de las colecciones de un gran número de herbarios, sino 
que también aumentó las posibilidades de curación de una gran variedad de 
enfermedades (Sewell y Rafieian-Kopaei, 2014). La inmensa cantidad de información 
recolectada durante las expediciones por América generó la necesidad de estandarizar el 
sistema nominal de las plantas (iniciado por Linneo), para crear un inventario detallado 
en el cual se especificaran las características y propiedades de las nuevas (y viejas) 
especies vegetales (Bauer Petrovska, 2012). 
Durante el siglo XIX el estudio de las plantas medicinales se diversificó hacia el 
aislamiento y purificación de las moléculas (principios activos) responsables de las 
propiedades curativas de las plantas medicinales. Bajo el precepto de “una droga para 
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cada enfermedad” inicia la nueva era de la medicina sintética, que se extiende hasta la 
actualidad (Sewell y Rafieian-Kopaei, 2014). Muchos metabolitos activos aislados a 
partir de plantas medicinales sirvieron de modelo para el desarrollo de nuevos fármacos 
sintéticos o semisintéticos, al punto de que cerca del 50% de los medicamentos que se 
comercializan en la actualidad contienen productos naturales o sus derivados, y 
aproximadamente un tercio de las drogas más comercializadas derivan de plantas 
(Gurib-Fakim, 2006). 
Sin embargo, la baja eficiencia mostrada por estos fármacos “unitarios” para el 
tratamiento de enfermedades crónicas complejas, junto con el surgimiento de 
enfermedades secundarias ocasionadas por los efectos adversos que trae aparejado el 
consumo de estos fármacos por períodos de tiempo prolongados, han llevado al 
resurgimiento de la medicina naturalista en el siglo XXI, en busca de nuevas terapias 
alternativas más eficientes y seguras para enfermedades crónicas que requieren de un 
tratamiento prolongado (Bauer Petrovska, 2012). 
 
2. Ambientes adversos 
 Los llamados ambientes extremos o adversos pueden ser encontrados en todo el 
mundo, extendiéndose tanto en medios terrestres o marinos. Estos ambientes reciben tal 
denominación debido a las condiciones adversas que los caracterizan. Éstas están 
determinadas por factores como la temperatura, humedad, presión atmosférica, 
radiación UV, salinidad, entre otras, las cuales dificultan el desarrollo de las diferentes 
formas de vida. Cuanto mayor es el estrés abiótico, menor será la variedad de 
biodiversidad encontrada en dicho ambiente y mayor será la especificidad de las 
adaptaciones fisiológicas y morfológicas requeridas para subsistir (He y Bertness, 
2014). 
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 Entre estos habitats se encuentran los ambientes altoandinos. En este término se 
incluyen las zonas montañosas, altiplanos y mesetas, destacándose las grandes cadenas 
montañosas de América del sur (cordillera de los Andes), Europa (los Alpes) y Asia 
(Himalaya). Los ambientes altoandinos se caracterizan por la creciente reducción de la 
presión atmosférica, lo cual se traduce en una deficiencia de oxígeno y dióxido de 
carbono, así como también una baja humedad ambiental, resultando en un aumento de 
la radiación, aumento de la evaporación, una disminución de la temperatura media con 
la altura y un aumento de la variabilidad de la temperatura entre el día y la noche (Mani 
y Giddings, 2012).  
 
2.1. Puna 
En voz Quechua, la palabra Puna hace referencia a las tierras altas de los Andes 
centrales, ubicadas entre los 3300-3700 y 5000 metros sobre el nivel del mar (msnm) 
(García y Beck, 2006). Es una región que se extiende desde el sur de Perú hasta el norte 
de Argentina, en la que se observa una transición paisajística caracterizada por una zona 
más húmeda al norte (norte-centro de Perú), una región central más seca (sur de Perú y 
la mayor parte de Bolivia) y una zona altamente desértica ubicada en el noroeste de 
Argentina. Esta variación está determinada por la disminución de las precipitaciones de 
norte a sur y de este a oeste en un rango de 150 mm a 1500 mm por año (Lentz, 2000). 
La flora predominante de la Puna está representada por especies herbáceas, en su 
mayoría gramíneas, incluyendo pastizales, matorrales (principalmente tolares 
dominados por especies de Baccharis y Parastrephia), bosques y vegetación acuática 
característica de las regiones dominadas por numerosas lagunas y lagos, así como 
también una gran variedad de especies halófilas que crecen en las depresiones y salares 
del altiplano boliviano y argentino (García y Beck, 2006). 
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La Puna se divide en distintas subregiones según diferentes criterios, como las 
características climáticas y fitogeográficas (Lentz, 2000; García y Beck, 2006). En el 
primer caso se emplea como criterio de clasificación las precipitaciones, lo cual permite 
dividirla en Puna húmeda (400 a 1500 mm anuales), Puna seca o tola (100 a 400 mm 
anuales) y Puna desértica (menos de 100 mm anuales) (Lentz, 2000).  
La Puna húmeda se extiende desde el norte-centro de Perú en dirección sudeste 
hasta el altiplano este de Bolivia. El nivel de precipitaciones permite la existencia de 
lagos y ríos permanentes, así como el crecimiento de una buena cantidad de especies 
vegetales caracterizadas por pastizales, juncias, juncos, líquenes, musgos, helechos y 
cactus (García y Beck, 2006). La Puna seca o tola (“Leña” en Aymara y Quechua) 
comienza en el sur-centro de Perú extendiéndose por la zona occidental hacia la 
cordillera occidental de Bolivia y el noroeste argentino. En esta región los lagos y ríos 
se van haciendo progresivamente más salinos y se observan largas extensiones 
dominadas por bosques y matorrales de arbustos resinosos denominados tolas (como 
Parastrephia spp. y Lepisophyllum quadrangulare), y pastizales de Festuca 
orthophylla, en los que el manto vegetal ocupa menos del 50% de la superficie total 
(Lentz, 2000; García y Beck, 2006).  
La Puna desértica se localiza principalmente en la zona sur de los Andes centrales, 
a lo largo de la cordillera occidental de Bolivia y junto a la región norte del desierto de 
Atacama. Debido a las escasas precipitaciones, no hay ríos ni lagos. Una formación 
característica que se observa en esta región son los salares, alrededor de los cuales 
crecen principalmente especies halófitas. La escasa vegetación que se desarrolla (por lo 
general menos del 15%) está conformada por plantas adaptadas a las heladas, sequías 
(especies xerófilas) y a la elevada salinidad del terreno (Lentz, 2000). 
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Por otra parte, Navarro (2002) propuso un criterio de subdivisión basado en 
relevamientos fitosociológicos, según el cual propone una provincia de Puna peruana 
(desde sur de los Andes del Ecuador hasta el centro de la Cordillera Oriental y el 
Altiplano de Bolivia), una provincia Boliviano-Tucumana (zona oriental, central y sur 
de la Puna) y la provincia del Altiplano andino (parte occidental, central y sur de la 
Puna). 
La distribución fitogeográfica como criterio para subdividir a la Puna ha sido 
utilizada por una gran variedad de autores, como Herzog (1923), que la separa en 
meseta alta o Puna de las serranías altas, al este de la Cordillera Real y la Cordillera 
Oriental; y Troll (1959), que diferencia el páramo, la Puna húmeda, Puna seca, Puna 
espinosa o salina y la Puna desértica. Por otra parte, según Cabrera (1976), Ruthsatz 
(1983) y Beck y García (1991), se puede dividir a la puna en los pisos nival-subnival, 
altoandino superior e inferior y el verdadero piso puneño. Además, se contempla una 
región observable únicamente en el norte de Argentina y sur de Bolivia, correspondiente 
a un área de menor altura que la Puna con características biogeográficas y florísticas 
distintas, denominada Pre-puna (López y Beck, 2002; López 2003). 
En cuanto a las especies vegetales que se pueden observar en la Puna, sólo un 
pequeño porcentaje es exclusivo de la región, mientras que el resto es característico de 
toda la zona de los Andes que se extiende desde Venezuela hasta Argentina (García y 
Beck, 2006). La distribución de la flora está determinada por el relieve (altitud, 
pendiente, exposición), el clima y el tipo de suelo (Cuello, 2006). Gracias a esto es 
posible observar diversas formaciones vegetales (praderas, tolares, áreas salinas con 
halófitas, etc.) a lo largo de toda la región, donde la transición entre las distintas 
formaciones vegetales es muy sutil.  
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Debido a las condiciones adversas de la región, su flora característica ha 
desarrollado una gran variedad de mecanismos estructurales (pelos, resinas, 
disminución de la superficie de las hojas, protección de los órganos transpirantes 
mediante enrollamiento de las hojas, estomas hundidos) y fisiológicos (potencial hídrico 
elevado, producción de solutos que actúan como anticongelantes, altas concentraciones 
de carotenoides y compuestos fenólicos que actúan principalmente como 
fotoprotectores al captar los radicales libres, etc.) que le permite adaptarse y sobrevivir 
en este medio ambiente adverso (García y Beck, 2006; Petrussa y col., 2013). Muchos 
de estos metabolitos confieren a las especies vegetales importantes propiedades 
medicinales, por lo que han sido utilizadas como parte de la medicina regional de las 
culturas que habitan en la Puna.  
En los últimos años se ha observado un aumento del número de estudios 
científicos destinados a corroborar el uso popular de las especies medicinales de la 
región y aislar los metabolitos responsables de sus actividades biológicas. Esto ha 
permitido demostrar que tanto extractos crudos como metabolitos aislados de algunas 
especies que crecen en la región son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias 
patógenas multi-resistentes a antibióticos (Ordoñez y col., 2003; Zampini y col., 2005, 
2009a, 2009b; Nuño y col., 2012, 2016; Moreno y col., 2015), presentan propiedades 
antioxidante por depuración de radicales libres y especies reactivas de oxígeno (anión 
superóxido (O2
●-), radical hidroxilo (HO•), peróxido de hudrógeno (H2O2)) (Zampini y 
col., 2007, 2008; Moreno y col., 2015, 2018), y propiedades antiinflamatorias (Alberto 
y col., 2007, 2009; Cuello y col., 2011; D’Almeida y col., 2012, 2013; Moreno y col., 
2015; Torres Carro y col., 2016). 
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2.2. Puna argentina 
La Puna argentina se caracteriza por un clima frío y seco, con una temperatura 
media que varía entre los 7,5 y 9,9°C. Las variaciones de temperatura entre el día y la 
noche son muy pronunciadas debido a la elevada radiación solar directa y a la baja 
humedad relativa (Cuello, 2006). Las precipitaciones se producen en forma de nieve y 
granizo durante el invierno, y de lluvia durante el verano, observándose una 
disminución de las mismas de norte a sur y de este a oeste (Cabrera, 1968). 
Troll (1959) divide a la Puna argentina en tres regiones según las características 
ambientales: Puna húmeda, ubicada hacia el noreste, con precipitaciones anuales de más 
de 400 mm y abundantes ríos y lagunas; Puna Seca (100-400 mm/año), al sudeste, 
donde se observan salares, ríos y lagunas; y Puna Desértica (menos de 100 mm/año), 
que se localiza al sudoeste y se caracteriza por la presencia de grandes salares y una 
vegetación escasa alternada con desiertos (Cabrera, 1968, 1976) . 
Según la fitogeografía de la región, Cabrera (1968) establece dos provincias: La 
Puneña, correspondiente a una elevación entre los 3000 y 4300 msnm, y la Altoandina 
(>4300 msnm). A pesar de ello, las comunidades vegetales son bastante homogéneas en 
todo el territorio, disminuyendo en cantidad hacia las zonas más secas. 
La comunidad vegetal de la Puna está dominada por estepas de arbustos bajos 
(tolares), observándose una estepa de gramíneas que se desarrolla por encima de la 
arbustiva o bien se alterna con ella en las laderas de las quebradas (Cuello, 2006). 
Muchas de estas plantas han sido empleadas desde la antigüedad por los habitantes de la 
región con fines religiosos, energéticos, alimenticios, para la construcción, etc., 
destacándose su empleo como agentes terapéuticos para curar o mitigar los síntomas de 
diversas enfermedades (Villagrán y col., 2003; Ceballos y Perea, 2014).  
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3. Especies vegetales estudiadas 
 Las especies vegetales estudiadas en el presente trabajo fueron recolectadas de 
distintas regiones de Catamarca, Salta, Jujuy y Tucumán, las cuales pertenecen a la 
provincia fitogeográfica Puneña. Las trece especies analizadas en el presente trabajo 
pertenecen a las familias Asteraceae, Ephedraceae, Rosaceae y Verbenaceae, y son 
utilizadas con fines medicinales por los habitantes de la región para el tratamiento de 
patologías asociadas a procesos inflamatorios. 
 
3.1. Asteraceae 
 La familia Asteraceae está ampliamente distribuida por todo el mundo, siendo la 
familia vegetal más numerosa en la Argentina (la Patagonia se considera posible origen 
de la misma), con 227 géneros y cerca de 1400 especies. Gran parte de las especies 
vegetales que forman parte de esta familia son herbáceas, pero también hay un gran 
número de arbustos, enredaderas y árboles. Las especies de la familia Asteraceae se 
caracterizan por su forma reproductiva, el capítulo, en el que flores sésiles se disponen 
en un receptáculo ensanchado (Katinas y col., 2007).  
Muchos miembros de esta familia presentan adaptaciones específicas que les 
permiten subsistir en los ambientes particulares en los que se desarrollan. Tal es el caso 
de las Asteraceaes que habitan en la Puna, las cuales presentan adaptaciones que les 
permiten sobrevivir en condiciones de escases hídrica, baja humedad atmosférica, 
elevados niveles de radiación solar, bajas temperaturas, etc. (Katinas y col., 2007). 
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Baccharis boliviensis (Wedd.) Cabr. 
 Es una planta arbustiva de 30 a 
100 cm de altura, característica de la 
Puna y de las quebradas altas de la 
pre-Puna. Crece al sur de Perú y 
Bolivia, norte de Chile y noroeste de 
Argentina, desde la provincia de Jujuy 
hasta Catamarca.  
Vulgarmente se la conoce como Lejía, Tola chica, Tolita o Tolilla (Cabrera, 
1978; Cuello, 2006). Es empleada por los habitantes de la región como leña de uso 
doméstico, para panadería, yesería, colorante, forraje para animales, entre otros 
(Villagrán y col., 2003; Garcia y Beck, 2006). Asimismo, esta especie también es 
ampliamente utilizada con fines medicinales: en sanidad animal se la usa para entablillar 
animales con quebradura de huesos, mezclada con orina y sal, mientras que en humanos 
es utilizada para calmar dolores musculares y estomacales, como ayudante de la función 
hepática, antiséptico, antiinflamatorio y protector gástrico (Villagrán y col., 2003). 
También se reportó que esta especie presenta propiedades alelopáticas, fitotóxicas, 
antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y anti-Trypanosoma cruzi (Cazon y 
col., 2000 y 2002; Abad Martinez y col., 2005; Abad y Bermejo, 2007; Zampini y col, 
2008 y 2009b; Alberto y col., 2009a; Nuño y col., 2012).  
  
Baccharis tola (Wedd.) Perkins 
 Crece en forma arbustiva sobre suelos pedregosos y arenosos, alcanzando el 
medio metro de altura. Habita en las altas montañas y Puna del sur de Perú y Bolivia, 
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norte de Chile y noroeste de Argentina, incluidas las provincias de La Rioja y San Juan, 
siendo característica de la Puna jujeña (Cabrera, 1978; Cuello, 2006).  
Conocida vulgarmente como Lejía o Tola, 
es empleada por los habitantes de la región con 
fines alimenticios (las agallas de las ramas son 
empleadas como sustituto del limón), medicinales 
(como antiséptico, antiinflamatorio, antipirético, 
antidiarréico, gastroprotector, contra el 
reumatismo, el dolor de estómago y enfermedades 
del hígado y próstata, para curar heridas, 
quemaduras y úlceras, para la alimentación animal (los brotes jóvenes y hojas secas se 
utilizan para alimentar principalmente a ovejas y llamas), y como leña de buena calidad, 
puesto que posee un elevado poder calórico (Ariza Espinar y Novara, 2005; Cuello, 
2006; Abad y Bermejo, 2007; Alberto y col., 2009). Además, se ha determinado que 
esta especie vegetal presenta propiedades antibacterianas, anti-leishmaniasis, 
antiinflamatorias y antioxidantes (Feresin y col., 2000; Abad Martínez y col., 2005; 
Alberto y col., 2009; Zampini y col., 2009a, 2009b y 2010; Nuño y col., 2012). 
 
Chiliotrichiopsis keidelii Cabrera 
Es un arbusto globoso y ramoso de 
50 a 100 cm de altura que crece en hábitats 
muy secos de alta montaña y de la Puna 
argentina (desde Jujuy, donde es un 
elemento característico de las zonas rocosas 
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a 3500-4200 msnm, hasta La Rioja). También ha sido encontrado en Bolivia, en el 
departamento de Potosí (Cabrera, 1978; Bonifacino, 2009).  
En lengua vernácula se la conoce como Tola vizcacha, Vizcachera tola, Trompo, 
Tola, Tola tuni y Lejía ploma, y comúnmente se la emplea como leña y antiséptico 
(Bonifacino, 2009; Zampini y col., 2009a y 2009b). Se ha demostrado que presenta 
actividad antibacteriana contra algunas cepas de bacterias multi-resistentes (Zampini y 
col., 2009b). 
 
Chuquiraga atacamensis Kuntze 
Crece en suelos arenosos de las provincias de Antofagasta en Chile, Salta y 
Jujuy en Argentina a 3500-4000 msnm como un arbusto ramoso de aproximadamente 
50 cm de altura (Cuello, 2006; Cabrera, 1978).  
Conocida comúnmente como 
Monte de suri, Lengua de gallina, 
Azafrán, Quebrolla, San Pedro, entre 
otros, es usada como alimento humano, 
forraje para animales, leña y con fines 
rituales y medicinales (como abortiva, 
para enfermedades del ovario y la matriz, para el resfrío, fiebres interiores, 
enfriamientos, y en la preparación de sahumerios medicinales y una infusión fuerte que 
hace transpirar) (Zardini, 1984; Villagrán y col., 2003; Cuello, 2006). También se ha 
reportado que esta especie presenta actividades antioxidante, antibacteriana, antifúngica, 
acaricida y antiinflamatoria (Alberto y col., 2009; Zampini y col., 2009a, 2009b y 2010; 
Sayago y col., 2012; Tello Mercado y col., 2014).  
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Nardophyllum armatum (Wedd.) Reiche 
 Esta especie crece sobre peñas 
a 3400-3800 msnm como un arbusto 
de 50-100 cm de altura, y ramas 
espinosas e intricadas. Se lo conoce 
comúnmente como Suri-yanta y es 
característico de la Puna, 
extendiéndose desde el sur de Bolivia 
hasta la provincia argentina de San Juan (Cabrera, 1978; Cuello, 2006). 
Tradicionalmente se lo emplea como forraje de emergencia y con fines medicinales 
(como antitusivo, para resfríos, indigestión y diarrea.)  (Alonso y Desmarchelier, 2005). 
Estudios han demostrado la capacidad antibacteriana y antifúngica de esta especie sobre 
microorganismos fitopatógenos de interés en la industria agrícola (D’Almeida y col., 
2011).  
 
Parastrephia lepidophylla (Wedd.) Cabrera 
 Esta especie se presenta como un 
arbusto ramoso y resinoso de 100-150 cm 
de altura. Junto con Baccharis, Fabiana y 
Adesmia, constituye los llamados 
pajonales por encima de los 3800 msnm, 
además de ser la especie predominante de 
los tolares por debajo de los 3800 msnm. 
Debido a su elevada capacidad adaptativa, esta especie puede ser encontrada desde la 
Puna húmeda hasta la Puna semidesértica, en donde se desarrolla en suelos francos, 
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franco arenoso y franco arcilloso. Esto la convierte en una especie característica de la 
Puna de Perú, Bolivia, Argentina y norte de Chile. En Jujuy se desarrolla en suelos 
arenosos con napas freáticas poco profundas (Cabrera, 1983; García y Beck, 2006; 
Rodríguez y col., 2006). 
 En Argentina se la conoce como Tola o Tola vaca (Cabrera, 1978), su principal 
uso es como combustible ya que arde sin consumirse rápidamente y presenta un alto 
potencial energético; como resultado su presencia es escasa cerca de los asentamientos 
poblacionales. También es empleada como forraje, en panadería, yesería, minería, y 
como tintura para textiles y lana (Villagrán y col., 2003; Ariza Espinar y Novara, 2005; 
García y Beck, 2006).  
En la medicina tradicional es utilizada para hacer parches, emplastos o 
cataplasmas para curar las fracturas de huesos de personas y animales, para aliviar 
dolores, como adelgazante, antiinflamatorio, y antiséptico. También es mezclada con 
Chuquiraga atacamensis y otras especies para preparar fuertes infusiones medicinales 
contra el resfrío, fiebres interiores y enfriamientos, (Villagrán y col., 2003). Diferentes 
estudios han demostrado que esta especie vegetal presenta propiedades 
antiproliferativas (anti-cancerígenas), antifúngica, analgésica, antioxidante, 
antiinflamatoria y antibacteriana (Melgarejo y col., 2006; Rodrigo y col., 2010; Benites 
y col., 2012; Sayago y col., 2012; D’Almeida y col., 2013; Li y col., 2014; Palavecino 
Ruiz y col., 2016). 
 
Parastrephia lucida (Meyen) Cabrera 
Se trata de un arbusto resinoso y densamente hojoso de 50-100 cm de altura que 
crece abundantemente en las vegas de la Puna del sur de Bolivia y Perú, norte de Chile 
y noroeste de Argentina. Es posible encontrarla cerca de los cursos de agua o en 
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terrenos con napas freáticas poco profundas. Forma parte de los tolares, al igual de 
Parastrephia lepidophylla, y de los pajonales 
(3700-4000 msnm), encontrándose 
especialmente en la zona de transición entre la 
tola y el pajonal propiamente dichos (Cabrera, 
1978; Villagrán y col., 2003; Cuello, 2006). 
En Argentina se la conoce como 
Romero, Tola, Chachacoa, Tola de río o Tola 
de agua. Al igual que el resto de las especies 
vegetales que conforman los tolares, esta 
especie es ampliamente utilizada como 
combustible en los asentamientos humanos de la región, así como también para 
panadería, yesería, forraje para animales (únicamente ramas tiernas y flores), para teñir 
lana y otros textiles de colores que van del amarillo al verde, y para hacer inciensos 
(Villagrán y col., 2003).  
En la medicina tradicional es utilizada para armar emplastos, parches, 
cataplasmas para fracturas y hematomas, tanto en humanos como en animales, para 
calmar dolores (especialmente para el dolor de muelas aplicando las hojas sobre el 
rostro), como febrífugo, antiséptico y antiinflamatorio (Ariza Espinar y Novara, 2005; 
García y Beck, 2006). También es utilizada para combatir la caspa y la caída de cabello 
(Pérez, 2006). Diversos estudios sobre esta planta han demostrado que posee 
propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Zampini y col., 2008, 
2009a, 2009b y 2010; Alberto y col., 2009; Li y col., 2014; Echiburu-Chau y col., 2017) 
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Parastrephia phyliciformis (Meyen) Cabrera 
Es una planta arbustiva, ramosa y resinosa, de 50-150 cm de altura, que se 
desarrolla en suelos arenosos con 
napas freáticas poco profundas y en 
los bordes de las vegas (Cabrera, 
1978; Borgnia y col., 2006). Al 
igual que las demás especies 
pertenecientes al género 
Parastrephia, forma parte de los 
tolares y pajonales de la Puna del sur de Bolivia y Perú, y noroeste de Argentina.  
 Conocida comúnmente como Tola o Tola de río, esta especie vegetal es muy 
similar a P. lucida, tanto en estructura como en distribución, a tal punto que muchos 
autores las tratan como distintas variedades de la misma especie (Cabrera, 1978; 
Nesom, 1993). 
Sus usos tradicionales abarcan la construcción (como base de techos), como 
combustible, forraje animal, en panadería, yesería, confección de artesanías, y teñido de 
textiles y lana (Ariza Espinar y Novara, 2005; García y Beck, 2006). Mientras que entre 
sus usos medicinales se destacan su empleo como antiinflamatorio (odontálgico), en la 
confección de parches, emplastos y cataplasmas para curar fracturas de huesos de 
humanos y animales, y para aliviar dolores (Ariza Espinar y Novara, 2005; Villagrán y 
col., 2003). Estudios han demostrado que esta especie vegetal presenta propiedades 
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Tessaria absinthioides (Hook. & Arn.) DC. 
Esta especie de tallos erectos, ramosos y hojosos, de 100-150 cm de altura, se 
encuentra ampliamente distribuida por 
Sudamérica, encontrándose en suelos 
arenosos y húmedos de Bolivia, Chile, 
Uruguay y norte y centro de Argentina, desde 
Jujuy hasta Buenos Aires y Chubut. En los 
Andes forma comunidades en médanos, 
quebradas, oasis, salares y en cuencas 
fluviales. Es una especie de alta capacidad 
adaptativa que puede habitar en suelos de 
baja a elevada salinidad, razón por la cual es catalogada por algunos autores como 
especie halófita. Asimismo, es capaz de adecuarse a diferentes regímenes de humedad 
(Cabrera, 1978; Kurina Sanz y col., 1997; Degano, 1999; Villagrán y col., 2003; Cuello, 
2006; Esqueo y col., 2006). 
Conocida popularmente como Pájaro bobo, Sorona o Hierba de zorra, además de 
ser consumida (raíz) por los habitantes de la región, es empleada en alfarería para 
confeccionar recipientes de cerámica, en la construcción, como combustible, y en la 
medicina regional para cáncer, inflamación de la próstata, reumatismo y como anti-
hipercolesteremia (Kurina Sanz y col., 1997; Villagrán y col., 2003; Cuello, 2006; 
Núñez y col., 2009). Diversos estudios han demostrado que el aceite esencial y extractos 
de T. absinthioides presenta actividad antivírica y antimicótica (Dellacasa y col., 2003; 
García y col., 2003; Visintini Jaime y col., 2013). También se ha demostrado la 
actividad antibiofilm de extractos etanólicos de esta especie (Romero y col., 2016), 
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mientras que sus extractos acuosos han demostrado tener propiedades citotóxicas sobre 
diversas líneas tumorales (Persia y col., 2017) 
 
3.2. Ephedraceae 
Es una familia monotípica conformada por subarbustos, arbustos o incluso 
pequeños arbolitos dioicos, raramente monoicos, erectos, trepadores o rastreros y 
rizomatosos (Hunziker y Novara, 1998). Las aproximadamente 50 especies que se 
conocen se encuentran distribuidas por todo el mundo, especialmente en zonas áridas y 
semi-áridas de Eurasia, América del norte y del sur. Unas pocas de estas especies 
presentan una estructura de liana y crecen en las regiones templadas en las costas del 
mediterráneo y zonas montañosas húmedas del norte de África y noroeste de Asia. De 
estas 50 especies, 10 han sido registradas en Argentina, 5 de las cuales se encuentran en 
Salta (Hunziker y Novara, 1998; Caveney y col., 2001).  
La principal importancia de esta familia está determinada por la gran variedad de 
alcaloides que almacenan en sus tallos, de los cuales el más importante es la efedrina. 
Este alcaloide es aislado en grandes cantidades de especies de Ephedra euroasiáticas, 
aunque su presencia en las especies que se encuentran en Argentina es escasa o nula. La 
efedrina es ampliamente utilizada como broncodilatador, descongestivo, anorexigénico, 
para tratar arritmias, narcolepsia, estados depresivos, y como estimulantes en 
combinación con la cafeína. Sin embargo, este alcaloide presenta una gran variedad de 
efectos adversos que han limitado e incluso prohibido su utilización (Hunziker y 
Novara, 1998; Caveney y col., 2001; Abourashed y col., 2003; Wilson, 2007). 
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Ephedra multiflora Phil. Ex Stapf. 
Esta especie, conocida 
comúnmente como Tramontana 
(Argentina) o Pingo Pingo (Chile), crece 
en la base de los médanos como un 
arbusto erecto de ramas cilíndricas 
verdes y hojas reducidas a escamas. 
También es posible encontrarla en pajonales y tolares de altura (Cuello, 2006; García y 
Beck, 2006; Núñez y col., 2009) 
Debido a la baja a nula concentración de alcaloides que presentan las especies 
argentinas de Ephedra, éstas son empleadas como forraje, aunque su principal uso es 
medicinal (se mordisquean sus palos para afirmar los dientes cuando están 
destemplados, y como remedio para el mal de aire) (Hunziker y Novara, 1998; 
Villagrán y col., 2003). A nuestro conocimiento, no existen estudios sobre las 
actividades biológicas de esta especie vegetal. 
 
3.3. Rosaceae 
Familia de plantas arbustivas, arbóreas o herbáceas, con o sin presencia de 
espinas, bajo la cual se encuentran listadas cerca de 2000 especies que se desarrollan en 
regiones cálidas y templadas de todo el mundo (Milan, 1978). 
 
Tetraglochin andina Acosta (ex Tetraglochin cristatum (Britton) Rothm) 
 Es una especie vegetal de crecimiento arbustivo o sub-arbustivo que se 
desarrolla en el piedemonte de la Puna argentina, boliviana y chilena, entre los 3000 y 
4500 msnm, formando estepas arbustivas. Esta especie suele encontrarse en suelos 
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donde se practica una intensa ganadería, por lo que es utilizada como indicador de 
sobrepastoreo (Borgnia y col., 2006; García y Beck, 2006; Genin y Alzérreca, 2006). 
 Tradicionalmente, T. andina (Horizonte) 
es empleada como combustible, forraje de 
emergencia y como antiséptico (García y Beck, 
2006; Barbarán, 2008). Estudios han demostrado 
que presenta propiedades antioxidantes y 
antimicrobianas sobre bacterias multi-resistentes a 
antibióticos y sobre cepas de Candida albicans 
(Solórzano y col., 2007; Zampini y col., 2009a y 
2009b; Moreno y col., 2018). 
 
3.4. Verbenaceae 
Esta familia consta de casi 91 géneros y 1900 especies distribuidas por todo el 
mundo (mayormente en América), excepto en el Sahara, el Ártico y Antártida. Las 
especies de esta familia crecen principalmente en zonas cálidas y templadas, 
especialmente en los trópicos. En Argentina está representada por 26 géneros y 191 
especies, de las cuales 54 son endémicas (Rzedowski y Calderón de Rzedowski, 2002; 
Srivastava y Choudhar, 2008). 
Esta familia se caracteriza por la alta diversidad y complejidad de las especies 
que la conforman. Muchas especies son de gran interés comercial como plantas 
ornamentales, madereras, aromáticas o medicinales (Rzedowski y Calderón de 
Rzedowski, 2002; Srivastava y Choudhar, 2008). 
De esta familia se estudiaron las siguientes especies: 
Acantholippia deserticola (Phil.) Mold. 
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 Es un arbusto aromático de 30-100 cm de altura que crece en comunidades 
prácticamente puras sobre terrenos 
salinos, secos, arenosos y pedregosos. 
Su hábitat se extiende por la Puna 
argentina, chilena y boliviana. Forma 
parte de un tipo de estepa arbustiva, el 
“Rica-rical”, dominada por el género 
Acantholippia sp. También crece en menor número en otro tipo de estepa arbustiva 
denominada Tolillar (Borgnia, 2006; Cuello, 2006; Morales y col., 2008; Núñez y col., 
2009; Tálamo y col., 2010). 
 Conocida en lengua vernácula como Rica-rica, este arbusto es de gran 
importancia en la medicina regional, y es empleada por los habitantes de la Puna para 
catarros, resfríos, inflamaciones, fiebre, vómito, diarrea, inflamaciones 
gastrointestinales, dolor de estómago, dispepsia, trastornos hepáticos, problemas 
digestivos (como falta de apetito y flatulencia), y para tener leche. También se ha 
utilizado contra el paludismo y como sedante (Pérez, 2006). Entre otros usos se 
destacan su empleo con fines combustibles, forrajeros y tintóreos (Núñez, 1998; 
Villagrán y col., 2003; Barbarán, 2008; Morales y col., 2008).  
Varios estudios han demostrado que extractos alcohólicos y acuosos de esta 
especie vegetal presentan propiedades antioxidantes y antiinflamatorias; mientras que 
extractos metanólicos y diclorometánicos presentaron propiedades antimicrobianas y 
antibiofilm (Morales y col., 2008; Larrazabal y col., 2018; Brodkiewicz y col., 2017). 
Asimismo, se ha demostrado que el aceite esencial de A. deserticola presenta 
propiedades sedantes, ansiolíticas y antidepresivas sobre el sistema nervioso central 
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(Benites y col., 2013). Por otra parte, se está evaluando la utilización de sus aceites 
esenciales como pesticidas naturales (Zarria Torres y col., 2010). 
 
Junellia seriphioides (Gillies et Hook.) Mold. 
 Arbusto espinoso y bajo, de 30 a 80 cm de altura, que forma parte de los tolares 
de la Puna chilena, boliviana y argentina, hasta la Patagonia (Núñez y col., 2009; 
O'Leary y col., 2011).  
 Conocida como Monte de 
lagarto, Leña de lagarto, Rosita, 
Perilla, Tomillo macho, Tomillón, 
entre otros, es ampliamente utilizada 
por los habitantes de la región como 
forraje, combustible, para perfumar 
(antiguamente sus flores se 
machacaban en alcohol junto con las de Neosparton aphyllum para hacer un perfume de 
uso personal), con fines ornamentales y medicinales, como diurético, analgésico, para 
dolores estomacales, indigestión, hinchazón, fiebre, resfrío, tos y problemas renales. 
También es utilizada en baños para la fiebre y el dolor de huesos (Del Vitto y col., 
1997; Villagrán y col., 2003; Cuello, 2006; Muiño, 2011; Madaleno, 2007). A nuestro 
conocimiento, no se han reportado estudios científicos con respecto a las actividades 
biológicas de esta especie vegetal. 
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Tabla 1. Características de las especies vegetales estudiadas. 





Baccharis boliviensis Lejía, tola chica, tola, tolilla 607936/LIL 
Dolor muscular y estomacal, ayudante de la función hepática, antiséptico, 
antiinflamatorio y protector gástrico, para entablillar animales con quebradura de 
huesos, mezclada con orina y sal. 
Baccharis tola Lejía, tola 607934/LIL 
Antiséptico, antiinflamatorio, antipirético, antidiarréico, gastroprotector, contra el 
reumatismo, dolor de estómago, enfermedades del hígado y próstata, para curar 
heridas, quemaduras y úlceras. 
Chiliotrichiopsis keidelii 
Tola vizcacha, vizcachera tola, 




Monte de suri, lengua de 
gallina, azafrán, quebrolla, San 
Pedro 
607929/LIL 
Abortiva, enfermedades del ovario y la matriz. En compuestos medicinales para 
resfrío, fiebres interiores, enfriamientos, infusión fuerte que hace transpirar. 
Nardophyllum armatum Suri-Yanta 607928/LIL Resfríos, antitusivo, para la indigestión y diarreas. 
Parastrephia lepidophylla Tola, tola de vaca 68979/LIL 
Confección de parches, emplastos o cataplasmas para fracturas, para aliviar 
dolores, como adelgazante, antiinflamatorio, antiséptico, y, en mezcla con 
Chuquiraga atacamensis y otras, para preparar fuertes infusiones para el resfrío, 
fiebres interiores y enfriamientos. 
Parastrephia lucida Romero, tola, chachacoa, tola 
de río, tola de agua 
607923/LIL 
Armado de emplastos, parches, cataplasmas para fracturas y hematomas, para 
calmar dolores (dolor de muelas), como febrífugo, antiséptico y antiinflamatorio. 
Parastrephia phyliciformis Tola, tola de río 487802/LIL 
Antiinflamatorio (odontálgico), confección de parches, emplastos y cataplasmas 
para curar fracturas, para aliviar dolores y como antiséptico. 
Tessaria absinthioides Pájaro bobo, sorona, hierba de 
zorra 
607895/LIL Cáncer, reumatismo, próstata y anti-hipercolesteremia. 
Ephedraceae Ephedra multiflora Tramontana 607941/LIL Se mastica cuando los dientes están destemplados y como “remedio para el aire”. 
Rosaceae Tetraglochin andina Horizonte 610669/LIL Antiséptico. 
Verbenaceae 
Acantholippia deserticola Rica rica 607917/LIL 
Catarro, resfrío, para la digestión, diarrea infantil, inflamaciones, fiebre, vómito, 
diarrea, inflamaciones gastrointestinales, dolor de estómago, dispepsia, trastornos 
hepáticos, problemas digestivos (falta de apetito, flatulencia), para tener leche, 
contra el paludismo y como sedante. 
Junellia seriphioides Monte de lagarto, leña de 
lagarto, rosita, perilla 
610854/LIL 
Diurético, analgésico, para dolores estomacales, indigestión, hinchazón, fiebre, 
resfrío, tos y vejiga. 
P á g i n a  | 41 
 
4. Proceso inflamatorio 
 El cuerpo humano se encuentra expuesto a una gran variedad de factores 
endógenos y exógenos que pueden generar daños en los tejidos y órganos (Tabla 2). La 
respuesta fisiológica a este daño es una serie de eventos cuyo objetivo final es la 
regeneración del tejido a su estado inicial conocida como inflamación. En términos 
generales, la secuencia de hechos que caracterizan la respuesta fisiológica ante un daño 
puede agruparse en tres procesos: necrosis, inflamación y reparación, cuya duración 
varía dependiendo de la naturaleza del daño (Hart y Loeffler, 2012). 
 
Tabla 2. Factores endógenos y exógenos que pueden generar daño en los tejidos (Hart y 
Loeffler, 2012). 
Factores Endógenos Factores Exógenos 
• Necrosis en el tejido 
 Isquemia 
Anoxia 
• Reacciones Inmunes 
 Alergias 
 Enfermedades autoinmunes 
 Hipersensibilidad 
• Infecciones bacterianas, virales o 
parásitas 
• Traumas 








• Agentes extraños 
  
La necrosis se produce como resultado de la muerte de células debido a un daño 
endógeno o exógeno, y la inflamación es la respuesta del organismo a este proceso. La 
respuesta inflamatoria actúa en este caso como un mecanismo que sirve para aislar al 
tejido dañado y al agente causal del daño, evitando de esa forma la expansión de la 
lesión. Esto permite también remover eficientemente los desechos provenientes de la 
necrosis y preparar el tejido para su reparación. El paso final del proceso está 
determinado por la reparación del tejido, bien sea por regeneración del tejido original o 
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por reemplazo del mismo con tejido conectivo si el daño es excesivo (Granger y 
Senchenkova, 2010; Hart y Loeffler, 2012). 
 
4.1. Inflamación 
 La inflamación es una respuesta fisiológica inespecífica del organismo ante un 
daño ocasionado por agentes químicos, físicos o patógenos, que se caracteriza por un 
enrojecimiento (rubor), hinchazón (tumor), aumento de la temperatura (calor), 
sensibilidad (dolor), y pérdida de la función (functio leasa en latín) en la zona afectada; 
procesos conocidos en conjunto como Puntos Cardinales de Celsus (Medzhitov, 2010). 
 Durante la inflamación se produce una vasodilatación (hiperemia) localizada y 
un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguíneos, que resulta en la liberación de 
agua, electrolitos y proteínas (edema) hacia el tejido afectado. Estos procesos son, 
respectivamente, los causantes del enrojecimiento, elevación de la temperatura, 
hinchazón, y dolor ocasionado por la presión ejercida sobre las terminales nerviosas por 
el exceso del líquido comprimido en la zona inflamada. El dolor también es el resultado 
de la acción de un grupo específico de proteínas denominadas quininas, las cuales 
actúan sobre las terminales nerviosas, desencadenando una señal nerviosa que activa los 
centros de dolor en el cerebro. La pérdida de función es el resultado de la disminución 
de la movilidad ocasionada por el edema y dolor, así como también por el reemplazo de 
las células funcionales por tejido conectivo (Serhan y col., 2010; Hart y Loeffler, 2012). 
 Otros eventos que ocurren durante la inflamación incluyen la activación de 
células endoteliales, reclutamiento de leucocitos, interacciones adhesivas entre 
leucocitos y el epitelio vascular, activación de los macrófagos del tejido, activación de 
las plaquetas y su agregación, activación de los sistemas del complemento, fibrinolítico, 
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y de coagulación, y liberación de proteasas y agentes oxidantes por parte de las células 
fagocíticas (Serhan y col., 2010; Hart y Loeffler, 2012). 
 La respuesta inflamatoria finaliza con la remoción de los leucocitos por vía 
linfática o por apoptosis, reducción de la permeabilidad vascular, remoción de los 
depósitos vasculares y extravasculares de fibrinas, eliminación por fagocitosis de 
detritus celulares y eritrocitos que se encuentran en el compartimiento extravascular, 
etc. (Serhan y col., 2010).  
 
4.1.1. Etapas del proceso inflamatorio. 
Todos los sucesos que caracterizan al proceso inflamatorio son inducidos y 
regulados por una serie de moléculas conocidas en conjunto como mediadores de la 
inflamación. Algunos de estos agentes químicos provienen de células (principalmente 
mastocitos), mientras que otros tienen su origen en proteínas que se encuentran en el 
plasma sanguíneo, y son sintetizadas en respuesta a diferentes estímulos. 
La respuesta inflamatoria se puede organizar en una serie de cinco pasos 
generales: liberación de mediadores, acción de mediadores, arribo de células del sistema 
inmunológico al foco de inflamación, regulación del proceso inflamatorio, y resolución 
o finalización. 
 
1. Liberación de mediadores 
La principal fuente mediadores de la inflamación son los mastocitos, los 
cuales contienen en el citoplasma una gran cantidad de gránulos de 
histamina. Esta molécula actúa como vasodilatador y aumenta la 
permeabilidad de los vasos sanguíneos, facilitando el ingreso de células del 
sistema inmunológico al tejido afectado (Crowley, 2010).  
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El daño también desencadena una cascada de reacciones que lleva a la 
liberación del ácido araquidónico que se encuentra esterificado a los 
fosfolípidos de la membrana plasmática. Éste será utilizado como sustrato 
para la síntesis de novo de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Fig. 
1) (Hart y Loeffler, 2012).  
 
Figura 1. Etapas iniciales del proceso inflamatorio. TNF: Factor de Necrosis Tumoral; IL-1, 
IL-6: Interleuquinas; CCL2: Proteína quimioatrayente de monocitos 1; CXCL8: Interleuquina 
8 (Medzhitov, 2010).  
 
 
2. Acción de mediadores 
Los mediadores de la inflamación actúan sobre sus moléculas y células 
dianas (fundamentalmente del sistema inmunológico) desencadenando una 
cascada de reacciones en la que participan componentes del sistema de 
complemento y del plasma sanguíneo. El fin último de este proceso consiste 
en mantener las condiciones de la inflamación hasta que el daño sea 
controlado y reparado (Fig. 1) (Medzhitov, 2010). 
 
3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco de la inflamación 
Los neutrófilos son las primeras células del sistema inmunológico que 
arriban al tejido dañado y actúan fagocitando cualquier agente infeccioso 
que se encuentre en el tejido, o bien liberando enzimas digestivas que 
contribuirán a destruir al agente patógeno. Los macrófagos fagocitan los 
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agentes patógenos y detritus celulares generados como resultado de la 
apoptosis y necrosis celular inducida por el agente causal del daño y la 
respuesta inflamatoria propiamente dicha (Fig. 1) (Crowley, 2010; Hart y 
Loeffler, 2012). 
4. Regulación del proceso inflamatorio 
El efecto acumulativo de los mediadores activos es reducido por medio 
de un mecanismo de autorregulación que induce la expresión de genes 
antiinflamatorios, cuyos productos permiten la resolución de la respuesta 
inflamatoria. Este mecanismo evita la respuesta inflamatoria por tiempo 
indefinido, la cual puede ocasionar daños irreparables al tejido (Hart y 
Loeffler, 2012). 
5. Resolución 
Cuando el daño tisular es inexistente o mínimo, el organismo es capaz de 
repararlo y la inflamación llega a su término. Este proceso inicia cuando los 
neutrófilos entran en fase apoptótica, secretando mediadores que inhiben la 
infiltración al tejido de nuevos neutrófilos. La fagocitosis de estos neutrófilos 
apoptóticos modifica el fenotipo de los macrófagos, los cuales promueven la 
restauración del tejido afectado a la homeostasis. Modificaciones en las 
células estomáticas también contribuyen en la producción de mediadores que 
inducen la resolución de la inflamación (Fig. 2) (Ortega-Gómez y col., 
2013). 
Los eventos que caracterizan la resolución de la inflamación incluyen la 
remoción de las células del sistema inmune por vía linfática o por apoptosis, 
disminución de la permeabilidad de los vasos sanguíneos, cese de la 
migración de los leucocitos, remoción de los depósitos de fibrinas, 
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eliminación de restos celulares, y producción de mediadores que inhiben y 
limitan la inflamación (Das y Roy, 2013). Si el nivel de daño es severo, se 
produce la cicatrización, mediante la cual el tejido original es reemplazado 
por tejido conectivo. Sin embargo, si el organismo es incapaz de eliminar el 
agente causal de daño, la inflamación continúa volviéndose crónica (Nathan 
y Ding, 2010). 
 
Figura 2. Mecanismo celular durante la resolución de la inflamación. AnxA1: Anexina A1 
(Ortega-Gómez y col., 2013).  
 
4.1.2. Enzimas del proceso inflamatorio 
La inflamación es un proceso altamente complejo que involucra un gran número 
de vías metabólicas (Fig. 3). Cada una de estas vías está catalizada por varias enzimas, 
cuya inhibición permite controlar la respuesta inflamatoria.  
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Figura 3. Enzimas involucradas en la respuesta inflamatoria. LOX: Lipoxigenasa; COX: 
Ciclooxigenasa; iNOS: Óxido nítrico sintasa; XO: Xantina oxidasa; NOX: NADPH oxidasa; 
AA: Ácido araquidónico; PG: Prostaglandinas; TX: Tromboxanos; LPS: Lipopolisacárido; 
TNFα: Factor de Necrósis Tumoral α; IL: Interleuquinas (Janakiram y Rao, 2014).  
 
Un blanco importante de un gran porcentaje de los agentes antiinflamatorios 
utilizados en la actualidad son las enzimas que forman parte del metabolismo del ácido 
araquidónico, cuyos productos (denominados en conjunto eicosanoides) median 
prácticamente todas las etapas del proceso inflamatorio.  
Estos metabolitos son sintetizados en grandes cantidades en los sitios donde se 
ha inducido una respuesta inflamatoria, y actúan como hormonas de corto alcance que 
ejercen su acción localmente en el sitio de generación, para luego ser transformadas 
espontáneamente o por acción enzimática. Las principales fuentes de los eicosanoides 
en la respuesta inflamatoria son los mastocitos, leucocitos, células endoteliales y 
plaquetas (Fig. 1) (Nathan y Ding, 2010). 
 
4.1.2.1. Enzimas del ciclo del ácido araquidónico 
 El ácido araquidónico es un ácido graso poliinsaturado que se encuentra unido 
mediante enlaces éster a los fosfolípidos de la membrana celular. Su liberación se 
produce en respuesta a estímulos físicos, químicos, mecánicos, hormonales o 
P á g i n a  | 48 
 
inmunológicos por acción de la enzima fosfolipasa A2 (FLA2), la cual se activa como 
resultado de un aumento de los niveles intracelulares de calcio y por acción de distintas 
quinasas intracelulares (Yarla y col., 2015). 
 Una vez liberado, el ácido araquidónico es rápidamente oxidado mediante dos 
rutas alternativas: La vía de la ciclooxigenasa (COX), cuyos productos finales son las 
prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos (TXs); y la vía de la lipoxigenasa (LOX), a 
partir de la cual derivan los leucotrienos (LTs) y lipoxinas (LX) (Nworu y Akah, 2015). 
 
 Fosfolipasa 
 Esta enzima representa el primer paso en el metabolismo del ácido araquidónico. 
Forma parte de un grupo grande de hidrolasas que atacan las uniones acilo de los 
fosfolípidos para liberar un ácido graso libre (ácido araquidónico) y un lisofosfolípido 
(Yarla y col., 2015). 
Las fosfolipasas se pueden clasificar en dos grandes grupos: en función de su 
localización celular y tisular pueden agruparse en fosfolipasas intracelulares o 
citosólicas (cFLA2), de elevado peso molecular; y fosfolipasas de secreción (sFLA2), de 
bajo peso molecular. Las fosfolipasas de secreción son abundantes en las secreciones de 
glándulas exocrinas (páncreas, glándulas venenosas de serpientes, escorpiones y abejas), 
y en tejidos inflamados, en los que son secretadas por células mesenquimatosas 
(hepatocitos, osteocitos, células del músculo liso de los vasos sanguíneos, etc.) y células 
activadas por citoquinas proinflamatorias (macrófagos, neutrófilos, etc.). A su vez, estas 
enzimas pueden clasificarse de acuerdo a su dependencia del calcio en dependientes o 
independientes (Nworu y Akah, 2015, Yarla y col., 2015).  
Las fosfolipasas juegan un papel fundamental en el metabolismo de los 
fosfolípidos y participan en una gran variedad de funciones vitales del organismo, como 
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la remodelación de la membrana plasmática, inducción de la contracción del músculo 
liso en el sistema cardiovascular y pulmonar, inducción de la proliferación celular, entre 
otras (Dennis y Norris, 2015). Asimismo, algunas isoformas de estas enzimas se han 
visto asociadas a varios procesos patológicos de carácter inflamatorio.  
 
 
Figura 4. Mecanismo de acción de la fosfolipasa. PLA2: Fosfolipasa A2; CYP450: Citocromo 
P450; GTP: Guanilil trifosfato; Liso-PAF: Lisofosfolípido asociado al factor de agregación 
plaquetaria; PAF: Factor de agregación plaquetaria (Gómez Estrada y col., 2011). 
 
 
Durante la inflamación, la sFLA2 hidroliza los fosfolípidos de la membrana 
plasmática, liberando ácido araquidónico, que luego será utilizado en las vías de la 
ciclooxigenasa y lipoxigenasa para producir mediadores de la inflamación, y un 
lisofosfolípido, el cual, a su vez, será utilizado en la síntesis del factor de activación 
plaquetaria (PAF), otro mediador de la inflamación importante (Fig. 4) (Yarla y col., 
2015). 
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Si bien la iFLA2 es la isoforma constitutiva que está involucrada en procesos 
fisiológicos, mientras que las sFLA2 y cFLA2 (ambas calcio-dependientes), parecen ser 
las principales isoformas involucradas en el proceso inflamatorio, estudios recientes han 
demostrado una dualidad en la función de la cFLA2. En respuesta a diversos estímulos 
que inducen la liberación de calcio en el retículo endoplasmático, esta enzima libera 
ácido araquidónico y es capaz de acoplarse a la COX-1 para cumplir funciones 
fisiológicas, o bien a la COX-2 y LOX para producir eicosanoides proinflamatorios 
(Fig. 5) (Dennis y Norris, 2015). Mientras que la sFLA2 está asociada exclusivamente al 
proceso inflamatorio, durante el cual se activa en respuesta a diferentes estímulos y 
aumenta la actividad proinflamatoria de la cFLA2. 
 
 
Figura 5. Acción dual de la fosfolipasa A2 citoplasmática (cPLA2). COX: Ciclooxigenasa; 
FLAP: Proteína activadora de la 5-LOX; 5-LOX: 5-lipoxigenasa; LT: Leucotrienos; LTC4S: 
Leucotrieno C4 sintetasa; LTA4H: Leucotrieno A4 hidrolasa; PG: Prostaglandinas; PGDS: 
Prostaglandina D sintetasa; PGES: Prostaglandina E sintetasa; PGIS: Prostaciclina I sintetasa 




 Vía de la ciclooxigenasa 
 La primera enzima de esta vía es la ciclooxigenasa (COX), también conocida 
como Prostaglandina G/H Sintasa (PGHS). Esta enzima se presenta en dos isoformas: 
una constitutiva, denominada COX-1, que se encuentra en casi todos los tipos celulares, 
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aunque su producción se encuentra aumentada en la mucosa gástrica, plaquetas, 
endotelio vascular y riñón; y una isoforma inducible denominada COX-2, que se 
sintetiza rápidamente en la mayoría de los tejidos en respuesta a citoquinas, factores de 
crecimiento, endotoxinas y promotores tumorales (Dennis y Norris, 2015). Así, los 
prostanoides (PGs y TXs) producidos por la COX-1 tienen asociadas importantes 
funciones homeostáticas y fisiológicas, como la citoprotección gástrica, la regulación 
del tono vascular y bronquial, regulación de la contracción uterina, de la función renal, 
de la agregación plaquetaria, etc.; mientras que la función de los prostanoides 
producidos por la COX-2 se han asociado mayormente a la respuesta inflamatoria y al 
cáncer (Lorenzo y col., 2008; Smyth y FitzGerald, 2010). 
 
Figura 6. Modelo tridimensional de la COX-2 y representación esquemática de sus dominios 
(Zarghi y Arfaei, 2011). 
 
Las actividades biológicas de los productos de la COX-2 incluyen la inducción 
de una vasodilatación localizada en la respuesta inflamatoria aguda (PGD2 y PGE2), 
vasoconstricción (PGI2 y TXA2), aumento de la permeabilidad vascular (PGD2), fiebre 
y cansancio (PGE2), quimiotáxis sobre neutrófilos e inhibición de la agregación 
plaquetaria (PGD2); siendo este último de gran importancia para el mantenimiento del 
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equilibrio ante la agregación plaquetaria inducida por el TXA2. El TXA2 tiene, además, 
acción mitogénica y la PGE2 induce el crecimiento celular (Dennis y Norris, 2015). 
El mayor inconveniente en la inhibición de esta enzima está dado por la alta 
similitud entre ambas isoformas, las cuales comparte un 60% de sus estructuras. Ambas 
isoformas están conformadas por 3 dominios distintivos: un sitio de unión del factor de 
crecimiento epidérmico, un sitio de unión a la membrana, y el dominio catalítico que 
contiene los sitios activos de la ciclooxigenasa y la peroxigenasa a cada lado de un 
grupo prostético hemo, necesario para ambas actividades (Fig. 6) (Salvemini y col., 
2013). Esta elevada semejanza entre ambas enzimas dificulta la inhibición selectiva de 
la isoforma asociada a procesos patológicos (COX-2), y lleva a la aparición de 




Vía de la lipoxigenasa 
 Las principales enzimas de esta vía son las LOXs; entre las que se destacan la 
12-LOX, 5-LOX y 15-LOX. De las tres isoformas, la 5-LOX es la de mayor 
importancia, puesto que, además de sintetizar el correspondiente ácido 5-
hidroperoxieicosatetraenóico (5-HPETE), produce leucotrienos (LT). Esta enzima se 
caracteriza por catalizar los dos primeros pasos de su vía metabólica para producir los 
correspondientes ácidos hidroxiperoxieicosatetraenoicos (HPETE) por oxigenación y 
deshidratación del ácido araquidónico. Una característica particular de esta enzima es 
que requiere de dos cofactores para actuar: Ca2+ y ATP, además de una proteína 
activadora de la 5-LOX (FLAP, según sus siglas en inglés), que la transporte a las 
cercanías de la sFLA2 para actuar sobre el ácido araquidónico (Hwang y col., 2013). 
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Los LT son mediadores paracrinos de carácter lipídico que regulan la respuesta 
del sistema inmunológico innato y cumplen un rol importante en enfermedades como el 
asma y la aterosclerosis (Meirer y col., 2014). La actividad biológica de los LT está 
asociada a una gran variedad de procesos fisiológicos, entre los que se destacan la 
desgranulación, agregación y quimiotáxis de neutrófilos, aumento de la permeabilidad 
vascular, remodelación y contracción del músculo liso, especialmente en la vía aérea, 
amplificación del mecanismo del dolor, entre otros (Hwang y col., 2013). 
Específicamente, los HPETE se destacan por sus efectos quimiotácticos al modular la 
motilidad celular, y el LTB4 es un potente agente quimiotático e inductor de la adhesión 
y agregación de leucocitos en el epitelio de las vénulas, por lo que es considerado el 
mediador más importante de la inflamación (Dennis y Norris, 2015). 
 
 
Figura 7. Ciclo catalítico de la enzima lipoxigenasa (LO) (Takajo y col., 2007). 
 
Una característica particular de esta enzima es que su actividad catalítica 
depende de un ciclo de óxido-reducción que involucra al grupo hierro no hemo presente 
P á g i n a  | 54 
 
en su sitio activo, fundamental para la actividad de la enzima. En condiciones 
fisiológicas, la LOX existe en un estado inactivo en el cual el hierro se encuentra en su 
forma ferrosa. La enzima pasa a su estado activo (forma férrica) por medio de un 
mecanismo de pseudoperoxidación usando el ácido 5-HPETE como sustrato, el cual es 
obtenido a partir del ácido linoléico presente en los ácidos grasos poliinsaturados de los 
fosfolípidos de membrana (Fig. 7) (Takajo y col., 2007).  
Una vez en su estado activo, la enzima actuará sobre el ácido araquidónico 
liberado por la sFLA2 para producir los correspondientes ácidos 
hidroxieicosatretaenóicos (HETE) y leucotrienos por medio de este ciclo de óxido 
reducción (Hoobler y col., 2013). El entendimiento de este ciclo catalítico es importante 
ya que permitiría el desarrollo de inhibidores específicos de esta enzima. 
 
4.1.2.2. Otras enzimas del proceso inflamatorio 
Hialuronidasa 
 El ácido hialurónico o hialuronano, principal sustrato de la enzima hialuronidasa 
(Hyal), es un polisacárido lineal de elevado peso molecular (Glicosaminoglicano) 
formado por unidades repetitivas de ácido glucurónico y N-acetilglucosamina (NAGA) 
unidos por enlaces glicosídicos β-1-4 (Stern, 2004; El-Safory y col., 2010).  
El ácido hialurónico es un componente abundante de la matriz extracelular de 
una gran variedad de tejidos, como el líquido sinovial, el humor vítreo y fluidos del 
tracto genital femenino. Se trata, además, de un componente particularmente importante 
en los tejidos conectivos blandos (García y col., 2006). Esta molécula promueve la 
motilidad y proliferación celular, regula las adherencias célula-célula y célula-matriz, 
suprime la diferenciación celular, participa en procesos como el desarrollo embrionario, 
la morfogénesis, reparación y regeneración de tejidos, y en procesos inflamatorios 
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(Stern, 2004; El-Safory y col., 2010). Su excesiva degradación está asociada a diversos 
cuadros patológicos como la artritis reumatoidea, osteoartritis, enfermedades 
autoinmunes, dermatitis atópica, y, tanto su producción excesiva como su carencia, 
están relacionadas a diversos tipos de tumores (Lin y Stern, 2001; Marchesan y col., 
2006).   
 
Figura 8. Tipos de hialuronidasas. De los 3 grupos, sólo las hialuronidato 4-glicanohidrolasas 
se encuentran en mamíferos (El-Safory y col., 2010). 
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La degradación del ácido hialurónico es llevada a cabo por un grupo de 
hidrolasas altamente específicas conocidas como hialuronidasas. Estas enzimas se 
encuentran ampliamente distribuidas en el cuerpo humano, encontrándose en muy bajas 
concentraciones tanto en fluidos (lágrimas, sangre y esperma) como en tejidos (piel, 
hígado, bazo, testículo, ojos, riñones, útero, placenta) (El-Safory y col., 2010). De 
acuerdo a su mecanismo de acción y a su origen, las hialuronidasas de clasifican en 3 
grandes grupos (Fig. 8), de los cuales sólo el primero se encuentra en los vertebrados. 
Una característica particular de estas hialuronidasas es que cortan el ácido hialurónico 
aleatoriamente y tienen además actividad transglicosidasa, por lo que generan una gran 
variedad de fragmentos de diferentes tamaños y características. 
En el proceso inflamatorio, la principal función de la hialuronidasa parece estar 
relacionada con la diseminación de la reacción inflamatoria por aumento de la 
permeabilidad tisular (Stern, 2004). Los fragmentos de ácido hialurónico generados por 
esta enzima se destacan por su función dual durante el proceso inflamatorio, ya que los 
fragmentos de elevado peso molecular (<1x106 kDa) presentan propiedades 
antiangiogénicas y antiinflamatorias, por inducción de mecanismos de protección 
celular, reducción del daño generado por citoquinas proinflamatorias, inhibición de la 
proliferación de linfocitos T y estimulación de la síntesis de la interleuquina 
antiinflamatoria IL-10 (Esser y col., 2012; Petrey y de la Motte, 2014). 
Por el contrario, los fragmentos de bajo peso molecular (1,2 a 500 kDa) 
estimulan la transcripción de genes proinflamatorios como los que codifican para el 
factor de necrosis tumoral (TNF-α), IL-12, IL-1β. Asimismo, estimulan la producción 
de citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, proteasas y óxido nítrico (NO) en 
macrófagos (Esser y col., 2012; Petrey y de la Motte, 2014). 
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 Óxido Nítrico Sintasa 
 En el organismo, el óxido nítrico (NO) actúa como un radical libre que difunde 
fácilmente a través de las células produciendo una gran variedad de efectos beneficiosos 
y perjudiciales para la salud humana. Esta molécula puede ser sintetizada por una gran 
variedad de células por mecanismos no enzimáticos y enzimáticos. En el primer caso, el 
NO es producido a partir de la reducción de los nitritos, en particular en condiciones 
acídicas, por medio de la siguiente fórmula general (Luiking y col., 2010):  
e− + 2H+ + NO2
− → NO + H2O 
Por vía enzimática, el NO es sintetizado por un conjunto de enzimas 
denominadas óxido nítrico sintasa (NOS) a partir de la deshidrogenación dependiente de 
la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) del aminoácido L-arginina (Fig. 
9) (Janakiram y Rao, 2012).  
En nuestro organismo, esta enzima se encuentra presente en tres isoformas: Dos 
constitutivas, presentes en el sistema nervioso (nNOS) y en el endotelio (eNOS), las 
cuales liberan NO en bajas cantidades y por cortos períodos de tiempo, cumpliendo una 
función fundamental como neurotransmisor y en procesos fisiológicos como la 
relajación del músculo liso (Janakiram y Rao, 2012). La tercera isoforma corresponde a 
una NOS inducible (iNOS) que se expresa en una gran variedad de células tisulares y 
del sistema inmunológico en respuesta a estímulos de carácter exógeno, como 
lipopolisacáridos (LPS) o endotoxinas; o endógeno, como citoquinas (interferón-ɣ (IFN-
γ), factor de Crecimiento Transformante β (TGF-β) y TNF-α) y algunas interleuquinas 
(IL-10 e IL-4) (Salvemini y col., 2013).  
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Figura 9. Síntesis de óxido nítrico (NO) por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) y sus 
diferentes mecanismos de acción. NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; 
cGMP: Guanilil monofosfato cíclico; GTP: Guanilil trifosfato (Jaffrey, 2018). 
 
La iNOS es sobreexpresada durante los procesos inflamatorios agudos o 
crónicos, y se diferencia de las variantes constitutivas por producir NO en grandes 
cantidades y de forma sostenida. Esta isoforma es, además, regulada principalmente a 
nivel de su expresión, mientras que la actividad de las formas constitutivas depende 
principalmente de las concentraciones intracelulares de calcio (Luiking y col., 2010).  
El NO cumple sus funciones fisiológicas (relajación del músculo liso, inhibición 
de la quimiotaxis de neutrófilos, transducción de señales en el sistema nervioso central y 
periférico) a través de la activación de la enzima guanilil ciclasa (Fig. 9) (Janakiram y 
Rao, 2012). El rol de esta molécula durante el proceso inflamatorio es ambiguo y parece 
depender fundamentalmente de la concentración y el momento en que es sintetizado. 
Por una parte, el NO cumple un rol defensivo importante ya que actúa como agente 
inmunoregulador y antimicrobiano, gracias a su capacidad para originar daños en el 
ADN, inhibir enzimas del metabolismo energético, oxidar proteínas y peroxidar lípidos 
de la membrana de los agentes patógenos. Sin embargo, en altas concentraciones el NO 
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ejerce los mismos efectos sobre las células de los tejidos inflamados, exacerbando el 
daño, y, en consecuencia, el proceso inflamatorio (Lo Faro y col., 2014).  
El NO también cumple un papel regulador durante la respuesta inflamatoria. 
Como radical libre, el óxido nítrico es capaz de reaccionar con el grupo hemo de 
diversas enzimas, lo cual deriva en la S-nitrosilación de las mismas. Esto es 
particularmente importante durante la respuesta inflamatoria ya que constituye un 
importante mecanismo de regulación de la actividad de la enzima COX-2. Varios 
estudios han demostrado que la iNOS es capaz que potenciar la actividad de la COX-2 
por S-nitrosilación del grupo hemo de la enzima (Fig. 9). Adicionalmente, el NO evita 
la inactivación por retroalimentación de la COX-2 al captar los radicales superóxido 
generados por la misma para generar peroxinitritos altamente reactivos (Salvemini y 
col., 2013).  
El NO también favorece el aumento del edema y de la exudación plasmática, y 
su producción crónica puede ocasionar colapso vascular, shock séptico, estrés oxidativo, 
hipotensión arterial irreversible, acidosis láctica, necrosis, entre otras (Luiking y col., 
2010; Lo Faro y col., 2014). Una producción exacerbada de NO se ha observado en una 
gran variedad de enfermedades de carácter crónico, como artritis reumatoidea, asma, 
osteoartritis, diabetes, etc. (Lo Faro y col., 2014).  
 
4.1.3. Tipos de respuesta inflamatoria 
 En términos generales, podemos clasificar a la inflamación en aguda y crónica 
en función sus características y duración. 
 La inflamación aguda es una respuesta de corta duración que se caracteriza por 
manifestarse rápidamente con un enrojecimiento, aumento de la temperatura, hinchazón, 
dolor y pérdida de función de la zona afectada. Este proceso sigue una secuencia 
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característica de eventos, al final de los cuales se elimina el agente causal y se regenera 
el tejido dañado a su estado original (Fig. 10A) (Monteiro y Azevedo, 2010).  
  
Figura 10. A) Eventos durante la inflamación aguda. PPM: Patrones Patogénicos Moleculares. 
B) Eventos durante un proceso inflamatorio crónico. PMAD: Patrones Moleculares Asociados a 
Daños (Tabas y Gass, 2013). 
 
Si el agente causal del daño no es removido, se produce alguna falla en los 
mecanismos de autoregulación o el daño es muy extenso, el tejido no puede regresar a 
su estado original y la inflamación aguda persiste volviéndose crónica. Este cuadro está 
caracterizado por la persistencia del antígeno, sobreproducción de citoquinas, 
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acumulación de células del sistema inmune y autodestrucción del tejido, lo cual puede 
derivar en el desarrollo de una enfermedad autoinmune (Fig. 10B) (Buckley, 2011).  
A diferencia de la inflamación aguda, en la crónica el edema y la hiperemia son 
menores, se produce una acumulación significativa de linfocitos, macrófagos y células 
plasmáticas que contribuyen a aumentar el nivel de daño tisular, y el reemplazo del 
tejido dañado por tejido conjuntivo se hace más extensivo (Fig. 10B) (Manabe, 2011). 
El término inflamación crónica también es empleado para referirse a aquellos 
casos en los que no se desarrolla una inflamación aguda que deriva en un estado 
crónico, sino que se produce una inflamación de bajo grado, en principio asintomática, 
que se mantiene durante un período de tiempo prolongado, causando daños 
acumulativos en los tejidos afectados, con el consecuente desarrollo de diversas 
patologías crónicas (Fig. 10B y 11) (Kotas y Medzhitov, 2015).  
 
 
Figura 11. Causas y efectos de una inflamación no resuelta (Nathan y Ding, 2010). 
 
 
Diversos estudios han asociado estas condiciones de inflamación crónica no sólo 
con el cuadro patológico en sí mismo, sino también con la patogénesis y la progresión 
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de dichas enfermedades. Esto parece ser particularmente cierto en enfermedades como 
la obesidad, síndrome metabólico, diabetes tipo 2, enfermedades autoinmunes y 
neurodegenerativas, y ciertos tipos de cánceres. Incluso se ha demostrado su asociación 
con el envejecimiento y los rechazos en trasplantes (Franceschi y Campisi, 2014; 
Ricordi y col., 2015). 
La importancia de la inflamación crónica está determinada por estar íntimamente 
relacionada con una larga lista de enfermedades de carácter crónico, como la artritis 
reumatoidea, osteoartristis, esclerosis múltiple, aterosclerosis, arteriosclerosis, 
Alzheimer, diabetes tipo I y II, insulinoresistencia, obesidad, alergias, asma, bronquitis 
crónica, cáncer, tuberculosis, retinitis, psoriasis, fibrosis pulmonar, gastritis crónica, 
entre muchas otras (Mason y Libby, 2015; Ricordi y col., 2015).  
 
5. Antiinflamatorios comerciales 
Desde el desarrollo del ácido acetilsalicílico para el tratamiento de los dolores 
inflamatorios, los agentes antiinflamatorios se han convertido en uno de los 
medicamentos más ampliamente recetados y consumidos en el mundo. Se estima que un 
70% de los adultos mayores de 65 años consumen antiinflamatorios, mientras que una 
encuesta realizada en Argentina en el año 2016 los posiciona como los medicamentos 
más consumidos por la población (78%), y representan el 27% de las ventas totales de 
medicamentos (Machado-Alba y col., 2013; Nuñez, 2016). 
Los antiinflamatorios constituyen un grupo heterogéneo de sustancias 
ampliamente utilizadas para tratar efectivamente cuadros inflamatorios, febriles, 
dolorosos, trombóticos y/o reumáticos (Harirforoosh y col., 2013). Si bien actualmente 
existe una gran variedad de antiinflamatorios de naturaleza química y farmacológica 
diferente, los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los corticosteroides son los 
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más utilizados para el tratamiento de patologías agudas y crónicas por su alta eficacia y 
largo historial de uso, a pesar de los efectos adversos que caracterizan su consumo por 
períodos prolongados (Brune y Patrignani, 2015). 
 
5.1. AINES 
 Los AINES constituyen el grupo de fármacos más utilizados en todo el mundo 
para el tratamiento del dolor asociado a dolencias musculares, postoperatorias y 
traumas, y a enfermedades como la osteoartritis, artritis reumatoide, cefalea, entre otras 
(Brune y Patrignani, 2015). La inmensa popularidad de estos fármacos está asociada a la 
variabilidad de sus efectos como antinflamatorios, analgésicos, antipiréticos y 
antiagregante plaquetario, lo que ha favorecido la aparición en el mercado de una 
creciente variedad de nuevos principios activos desde el descubrimiento y producción a 
gran escala del ácido acetilsalicílico, destacándose el desarrollo de los AINES 
inhibidores específicos de la COX-2 (Vonkeman y van de Laar, 2010). 
 Debido a su gran diversidad química, los AINES se agrupan en 5 grandes grupos 
generales: salicilatos, representados principalmente por el ácido acetilsalicílico 
(aspirina); ácidos arilalcanóicos (diclofenac, indometacina); ácidos 2-arilpropiónicos o 
profenos (ibuprofeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, naproxeno); ácidos N-arilantranílicos 
o ácidos fenámicos (ácido mefenámico, ácido meclofenámico); derivados de la 
pirazolidina (fenilbutazona); oxicams (piroxicam, meloxicam); y sulfoanilidas 
(nimesulide) (Vonkeman y van de Laar, 2010).  
A pesar de su alta diversidad química, los AINES tienen en común el mismo 
mecanismo de acción: inhiben la producción de prostaglandinas por medio de la 
inactivación de las COX-1 (constitutiva) y COX-2 (inducible), con especificidad e 
intensidad variable, ejerciendo un efecto antipirético y antiinflamatorio (Brune y 
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Patrignani, 2015). Sus propiedades analgésicas y antiinflamatorias están asociadas a la 
inhibición de la isoforma COX-2, mientras que sus conocidas propiedades adversas para 
la salud se deben a la inhibición de la COX-1.  
Los AINES que se comercializan actualmente presentan diferentes niveles de 
selectividad entre estas dos isoformas de la enzima, lo cual permite clasificarlos a su vez 
en no selectivos y selectivos. En el primer grupo se incluyen todos los AINEs 
“tradicionales”, mientras que en el segundo se agrupa una nueva batería de 
antiinflamatorios que se caracterizan por inhibir exclusiva o preferentemente la COX-2 
al modificar el sitio de unión a la enzima con respecto a los AINEs tradicionales (Fig. 
12) (Hunter y col., 2015). 
 
 
Figura 12. Izquierda: Representación esquemática del mecanismo de inhibición de la COX-1 
por AINEs no selectivos (azul), el cual actúa bloqueando el ingreso del ácido araquidónico al 
sitio activo de la enzima. Centro: Mecanismo de inhibición de la COX-2 por AINEs no 
selectivos (Azul). Derecha: Mecanismo de inhibición de AINEs selectivos para la COX-2 
(Rojo), este se une a un “bolsillo” rígido en el conducto de la enzima, bloqueando el ingreso del 
ácido araquidónico. Su mayor tamaño impide que ejerza su efecto sobre la COX-1 (Hunter y 
col., 2015). 
 
Un inconveniente que presentan los AINES tradicionales está dado por la gran 
variedad de efectos colaterales no deseados que trae aparejado su consumo durante 
períodos de tiempo prolongados; entre los que se destacan complicaciones 
gastrointestinales, como hemorragias o perforaciones altas o bajas, úlceras, dispepsia, 
entre otras (Brune y Patrignani, 2015). Estos efectos han llevado al desarrollo de 
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inhibidores más selectivos de la COX-2. Sin embargo, se ha demostrado un aumento de 
los riesgos de cardiopatías y problemas cardiovasculares y renales a medida que 
aumenta la selectividad por la COX-2 y la duración del efecto sistémico del 
antiinflamatorio, lo cual limita su empleo durante tiempos prolongados y en pacientes 
con antecedentes de enfermedades cardiovasculares y cardiopatías (Bhala y col., 2013). 
El aumento de las dolencias y enfermedades asociadas a procesos inflamatorios 
ha generado un aumento del consumo de AINES, acrecentando, asimismo, los costos de 
la salud debido a la necesidad de tratar los efectos colaterales producidos por estos 
fármacos, tanto en términos de prevención (mediante el suministro de fármacos que 
contrarresten los efectos secundarios de los AINES) como en el tratamiento de la 
enfermedad en sí misma. Adicionalmente, los numerosos efectos colaterales de los 
inhibidores específicos de la COX-2 sobre el sistema cardiovascular y renal han 
dificultado y retrasado su comercialización, limitando el número de estas drogas que se 
encuentran disponibles en el mercado. 
 
5.2. Antiinflamatorios esteroideos 
 Debido a sus propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias, los 
antiinflamatorios esteroidales o glucocorticoides son ampliamente utilizados para tratar 
una gran variedad de desórdenes autoinmunes, inflamatorios y alérgicos, como la artritis 
reumatoidea, lupus eritematoso, inflamación intestinal, asma, etc. (Vandewalle y col., 
2018). 
 Los corticoides ejercen su efecto antiinflamatorio de diversas formas 
dependiendo del estadío de la inflamación. Así, estos agentes inhiben la vasodilatación 
y disminuyen la permeabilidad vascular en los inicios de la respuesta inflamatoria. 
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Asimismo, afectan la diferenciación celular y reducen la migración de leucocitos al sitio 
afectado, así como también su distribución y muerte (Coutinho y Chapman, 2011).  
 El efecto principal de los corticoides está dado por la inhibición de genes 
proinflamatorios y activación de genes antiinflamatorios. En el primer caso, los 
corticoides activan el receptor de glucocorticoides ubicado en el citoplasma, el cual se 
transloca hacia el núcleo, donde se une a diversos factores de transcripción, impidiendo 
la expresión de los genes proinflamatorios, como aquellos que codifican interleucinas, 
el TNF-α, quimioquininas, el factor estimulador de colonias de granulocitos y 
monocitos, y moléculas de adhesión (Dinarello, 2010; Coutinho y Chapman, 2011). 
Para la activación de genes antiinflamatorios, el receptor de glucocorticoides ya 
activado interacciona directamente con el ADN, actuando como un coactivador (Barnes, 
2010).  
 También se ha observado un tercer mecanismo que consiste en modificaciones 
postranscripcionales. Mediante este mecanismo, los corticoides impiden la inactivación 
de ARNasas de tal forma que se impide la traducción del ARN mensajero que codifica 
para el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células β activadas 
(NF-κβ). De esta forma inhiben, a su vez, la expresión de genes que codifican para 
enzimas proinflamatorias (iNOS, FLA2, COX y LOX) (Barnes, 2010). 
 A pesar de su amplio uso como antiinflamatorios, los corticosteroides presentan 
una gran variedad de efectos adversos cuando son administrados por tiempo 
prolongado, como ser disminución o detención del crecimiento en niños, úlceras 
pépticas, hipo o hiperglicemia con posible desarrollo de diabetes, insuficiencia 
suprarrenal, retención de sodio y agua, hipertensión, osteoporosis, trastornos en la 
cicatrización de heridas, entre otros. Además, pueden producir corticodependencia y 
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corticorresistencia, y su acción inmunosupresora aumenta la susceptibilidad al ataque de 
agentes patógenos (Vandewalle y col., 2018).  
 
5.3. Nuevas terapias 
 El mejor entendimiento de la respuesta inflamatoria ha conllevado importantes 
avances en el desarrollo de diferentes fármacos para el tratamiento de enfermedades 
asociadas a desórdenes inflamatorios. Sin embargo, los tratamientos convencionales han 
demostrado no ser totalmente efectivos, ya que sus efectos son variables, en particular 
cuando el tratamiento es iniciado luego de que la enfermedad se ha establecido. En este 
caso las remisiones de la enfermedad no suelen ser a largo plazo, y presentan gran 
cantidad de efectos adversos (Tabas y Gass, 2013). Estos inconvenientes suelen 
empeorar cuando se trata de enfermedades crónicas complejas. 
 A la hora de diseñar los tratamientos antiinflamatorios es importante tener en 
cuenta que los procesos inflamatorios están caracterizados por su redundancia, 
compensación y necesidad. Es decir, la inflamación está regulada por un gran número 
de moléculas y vías metabólicas que están finamente reguladas por mecanismos de 
retroalimentación, por lo que inhibir una sola vía metabólica desviaría del proceso hacia 
una vía alternativa, como es el caso de la inhibición de la COX-2 con los AINES, que 
desvía la vía hacia la LOX para compensar la disminución en la producción de 
prostaglandinas (Tabas y Gass, 2013; Dennis y Norris, 2015). La respuesta inflamatoria 
es un mecanismo defensivo esencial para el organismo, por lo que su adecuado control 
es fundamental para la homeostasis del organismo. 
 Debido a la alta complejidad y variabilidad de mecanismos involucrados en las 
enfermedades inflamatorias crónicas, las nuevas terapias apuntan a un control global de 
la enfermedad, con terapias multivías que busquen la inhibición simultánea de múltiples 
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enzimas al mismo tiempo (Hwang y col., 2013). Este enfoque se basa en las teorías de 
la medicina herbal china y el ayurveda (medicina tradicional India), las cuales buscan, 
mediante la mezcla de diferentes agentes terapéuticos, la potenciación o refuerzo entre 
diferentes agentes medicinales, y/o la reducción o eliminación del efecto tóxico de 
algún componente (Che y col., 2013). Estas terapias multivalentes han demostrado ser 
efectivas en el tratamiento de algunas enfermedades complejas, como algunos tipos de 
cáncer y algunas enfermedades de carácter infeccioso como el SIDA (Síndrome de la 
Inmunodeficiencia Adquirida). 
Por lo general, el desarrollo de fármacos y nuevas terapias sigue apuntando 
fundamentalmente a la inhibición de las principales enzimas de la vía del ácido 
araquidónico. La primera enzima de esta vía, la sFLA2, constituye un blanco promisorio 
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias debido la potencialidad de inhibir toda 
una vía con ella (Magrioti y Kokotos, 2013).  
Por ser la primera enzima y paso limitante de la vía del ácido araquidónico, la 
inhibición de la sFLA2 proporcionaría la posibilidad de controlar y tratar con mayor 
eficiencia un gran número de enfermedades en las que se encuentra sobreexpresada, 
como artritis reumatoidea, aterosclerosis, cánceres y enfermedades cardiovasculares y 
neurológicas (Magrioti y Kokotos, 2013). Sin embargo, los inhibidores sintéticos que se 
han desarrollado para inhibirla han fallado en las pruebas clínicas, debido a sus efectos 
secundarios adversos, imposibilitando su comercialización. Como resultado, se han 
intensificado los esfuerzos por la búsqueda de inhibidores entre los metabolitos 
secundarios producidos por las plantas medicinales, entre los que se destacan 
flavonoides como la quercetina, rutina, ácidos fenólicos y terpenos (Yarla y col., 2015). 
Por lo pronto, las terapias combinatorias actuales se han enfocado en la inhibición 
simultánea de las enzimas COX-2 y LOX (Dennis y Norris, 2015). 
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 Los constantes esfuerzos volcados a la elucidación de los diversos mecanismos 
inflamatorios asociados a las enfermedades crónicas más comunes han permitido 
identificar nuevos puntos diana para el desarrollo de agentes terapéuticos que permitan 
evitar los efectos de redundancia y compensación que caracterizan al proceso 
inflamatorio, en un esfuerzo por alcanzar un tratamiento más eficiente de sus patologías 
asociadas (Fig. 13) (Tabas y Gass, 2013; Dinarello, 2010).  
 
Figura 13. Inflamación y puntos de acción de agentes antiinflamatorios. C5a: Anticuerpo C5a 
del sistema de complemento; P2X7: Purinoceptor 7; VCAM-1: Proteína de adhesión vascular 
(Dinarello, 2010). 
  
El creciente aumento de las enfermedades crónicas complejas que requieren 
largos períodos de tratamiento ha llevado al resurgimiento de las terapias alternativas 
que buscan paliar los síntomas de la enfermedad en sí misma o contrarrestar los efectos 
secundarios de las terapias tradicionales (Yang y col., 2014). El mayor inconveniente de 
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las terapias combinatorias con drogas sintéticas está asociada a sus diversos efectos 
adversos, los cuales, si bien son reducidos gracias a las menores concentraciones 
necesarias en estas terapias o al efecto contrarrestante de otro componente, siguen 
siendo un factor limitante para su utilización (Rathera y col., 2013). 
Las combinaciones herbales, por el contrario, presentan un largo registro de su 
efectividad y seguridad para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, infecciosas e 
inmunológicas (Wagner, 2011; Rathera y col., 2013). Si bien su efectividad ha sido 
asociada durante años a un efecto placebo, numerosos estudios a lo largo de décadas, así 
como el moldeado de fármacos a partir de moléculas aisladas de las mismas, demuestra 
sobradamente su capacidad medicinal, y respalda su utilización en nuevas terapias 
combinatorias (Rathera y col., 2013).  
 
6. Estrés oxidativo 
 Los radicales libres se generan en el organismo tanto en condiciones fisiológicas 
normales como en condiciones patológicas, durante la actividad física intensa y ante la 
exposición a agentes tóxicos como radiación UV, alcohol, ozono, pesticidas y el humo 
del cigarrillo (Fig. 14) (Pisoschi y Pop, 2015; Reuter y col., 2010). 
 En pequeñas cantidades, las especies radicalarias, como las especies reactivas 
del oxígeno y del nitrógeno (EROs y ERN), actúan como moléculas señalizadoras y 
están involucradas en la regulación de la proliferación celular, apoptosis y expresión de 
genes por inducción de diversos factores de transcripción. Adicionalmente, los fagocitos 
generan estas moléculas como un mecanismo esencial para la defensa del organismo 
contra bacterias y hongos (Pisoschi y Pop, 2015).  
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Figura 14. Activadores (rojo) e inhibidores (verde) de la producción de especies reactivas del 
oxígeno (EROs) (Reuter y col., 2010). 
 
 Cuando la producción de EROs está restringida a ciertos compartimientos 
celulares, y se produce en cantidades y tiempos adecuados, contribuyen a mantener la 
homeostasis celular (Fig. 15). En estas condiciones, el organismo cuenta con un sistema 
defensivo, formado por componentes enzimáticos (dismutasas, glutatión peroxidasas y 
catalasas) (Fig. 14), y no enzimáticos (albúmina, bilirrubina, glutatión, vitaminas y 
micronutrientes), cuya función es mantener el balance oxidativo del organismo y activar 
una batería de mecanismos para reparar, reemplazar, degradar o secuestrar las 
moléculas que sean dañadas por estas especies radicalarias (Nathan y Cunningham-
Bussel, 2013; Siti Hawa y col., 2015).  
Sin embargo, cuando la producción de agentes oxidantes es excesiva y el daño 
sobrepasa la capacidad de las células para repararlo, se produce una disminución de la 
capacidad antioxidante y la homeostasis del organismo, lo cual genera un desbalance 
conocido como estrés oxidativo (Fig. 15) (Siti Hawa y col., 2015). Cuando el daño 
producido al ADN y a otras macromoléculas es reparado de forma anormal, se produce 
la transformación maligna de las células que puede derivar en la aparición de cáncer 
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(Fig. 9) (Nathan y Cunningham-Bussel, 2013). Por otra parte, diversos estudios han 
demostrado una estrecha correlación entre el estrés oxidativo y la patogénesis y 
fisiopatología de muchas patologías crónicas como enfermedades neurodegenerativas, 
cardiovasculares e inflamatorias, así como enfisema, cataratas y cáncer (Pisoschi y Pop, 
2015).  
 




6.1. Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (EROs y ERNs) 
 Como resultado de la actividad metabólica de las células, el oxígeno molecular 
es reducido a una serie de especies reactivas intermediarias entre las que se destacan el 
radical hidroperóxido (HO2•), el anión superóxido (O2•
-), anión y radical hidroxilo (HO- 
y HO•) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), las cuales se conocen en conjunto como 
especies reactivas del oxígeno (EROs) (Pisoschi y Pop, 2015): 
O2 + e





- + 2H+ + e- → H2O2 
H2O2 + e
- → HO- + HO• 
HO• + H+ + e- → H2O 
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 Los EROs pueden ser generados tanto por mecanismos enzimáticos como no 
enzimáticos. Tal es así que se han identificado un gran número de enzimas asociadas a 
procesos patológicos que generan EROs como productos secundarios de su actividad 
catalítica, como ser la xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa, mieloperoxidasa, 
citocromo P450 monooxigenasa, óxido nítrico sintasa (NOS), peroxidasas, NADPH 
oxidasa, entre otras (Siti Hawa y col., 2015). 
Como se mencionó en la sección correspondiente, el óxido nítrico es generado 
en el organismo por medios enzimáticos a partir de la oxidación de la L-arginina 
mediada por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS). No enzimáticamente, el NO es 
obtenido a partir de nitratos y nitritos de fuentes alimenticias, los cuales son absorbidos 
en la boca e intestino y son reducidos a NO en condiciones ácidas y de hipoxia 
(Janakiram y Rao, 2012). El óxido nítrico es oxidado por otros agentes oxidantes, como 
el anión superóxido, para generar otras especies oxidantes como el dióxido de nitrógeno 
(NO2), el trióxido de dinitrógeno (N2O3), tetróxido de dinitrógeno (N2O4), nitritos (NO2
-
) y nitratos (NO3
-), los cuales se conocen en conjunto como especies reactivas del 
nitrógeno (ERNs) (Salvemini y col., 2013).  
 
6.2. Estrés oxidativo e inflamación 
 Numerosos estudios han demostrado la existencia de una estrecha relación entre 
la inflamación y diversas moléculas prooxidantes que caracterizan al estrés oxidativo, 
no sólo por el rol que cumplen estas moléculas en la actividad de diversas enzimas 
proinflamatorias, como la LOX y COX, sino también por su capacidad para inducir la 
síntesis de importantes mediadores de la inflamación, como el TNF-α, interleucinas (IL-
6, IL-1 e IL-8), diversos microARNs, así como diversos factores asociados a la 
aparición y progresión del cáncer (Reuter y col., 2010). 
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La actividad catalítica de la enzima LOX depende de un ciclo de óxido-
reducción en el cual participan radicales intermediarios lipídicos y un grupo hierro no 
hemo en el sitio activo de la enzima, cuyo estado de oxidación determina la activación 
de la enzima (Fig. 7). Por otra parte, se ha demostrado que la LOX está involucrada en 
la inducción de la expresión de los genes que codifican para la NADPH oxidasa y sus 
homólogos, una importante enzima productora de EROs, en particular de iones 
superóxido, asociada a cardiopatías en pacientes con diabetes tipo 2 (Suzuki y col., 
2014; Nathan y Cunningham-Bussel, 2013). Asimismo, inhibidores de la LOX han 
demostrado ser efectivos en la reducción de la incidencia del daño causado por estrés 
oxidativo en el corazón (Suzuki y col., 2014). 
 Una importante fuente de EROs y ERNs es la enzima óxido nítrico sintasa 
(NOS), la cual es capaz de sintetizar NO a partir de la oxidación de la L-arginina. Este 
NO cumple un rol fundamental tanto en la producción de EROs como en la regulación 
de enzimas proinflamatorias. En particular, se ha demostrado su capacidad reguladora 
sobre la enzima proinflamatoria COX-2 por unión del NO a su grupo hemo y por 
bloqueo de la autoinhibición de la enzima mediante la depuración de los radicales libres 
generados durante su actividad catalítica (Salvemini y col., 2013).  
Por otra parte, la iNOS es capaz de producir EROs en concentraciones limitantes 
de su cofactor (tetrahidrobiopterin) o de L-arginina por donación de electrones al 
oxígeno, generando O2•
- y NO•. Estas dos especies radicalarias reaccionan entre sí para 
generar peroxinitritos, un importante agente prooxidante de proteínas y lípidos (Nathan 
y Cunningham-Bussel, 2013). 
Esta producción excesiva de EROs y ERNs en condiciones inflamatorias 
crónicas lleva a un aumento del daño celular que exacerba la respuesta inflamatoria, 
genera daños en el ADN y alteraciones en lípidos y proteínas que pueden derivar en la 
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necrosis celular o en la transformación cancerígena de las células del tejido afectado 
(Piechota-Polanczyk y Fichna, 2014). 
 
 7.  Sustancias naturales bioactivas 
 Una gran variedad de alimentos (principalmente frutas y vegetales), así como 
también plantas que tienen importantes usos medicinales en la medicina popular y 
naturista, contienen una serie de componentes que se destacan por sus propiedades 
beneficiosas para la salud, debido a su capacidad de actuar como antioxidantes, 
antiinflamatorios, reducir la incidencia de enfermedades cardiovasculares, coronarias, 
cancerosas, entre otras. 
 La mayor parte de estos componentes bioactivos son metabolitos secundarios, 
los cuales son responsables de dar su coloración característica a frutos y hojas, 
mecanismos adaptativos a condiciones ambientales de estrés, protección contra 
radiaciones UV, bacterias, hongos, herbívoros, etc., entre otras funciones (Petrussa y 
col., 2013). Estos fitocompuestos se pueden clasificar en cuatro grandes grupos 
generales: compuestos fenólicos, alcaloides, terpenoides y compuestos 
organosulfurados (Osbourn y Lanzotti, 2009). 
 
7.1. Compuestos fenólicos: Clasificación 
 Los compuestos fenólicos están representados por un grupo heterogéneo de 
sustancias cuya estructura común está formada por al menos un anillo aromático unido a 
uno o más grupos oxidrilos. En función de las modificaciones sobre la estructura básica, 
los compuestos fenólicos pueden, a su vez, clasificarse en ácidos fenólicos, flavonoides 
(flavonoles, flavononas, flavonas, chalconas, antocianidinas e isoflavonas), estilbenos, 
cumarinas y taninos (hidrolizados y condensados) (Fig. 16) (Zhang y Tsao, 2016). 




Figura 16. Representación esquemática de los compuestos fenólicos (Zhang y Tsao, 2016). 
 
 
7.1.1. Ácidos fenólicos 
 Estos compuestos fenólicos no flavonoides están formados por un anillo fenólico 
unido a una función carboxílica. Dependiendo de su estructura, los ácidos fenólicos 
pueden clasificarse en derivados del ácido benzoico (C6-C1), y derivados del ácido 
cinámico (C6-C3) (Fig. 17) (Costa y col., 2012). Estos compuestos son sintetizados a 
través de la vía del ácido shikímico a partir de la L-fenilalanina o de la tirosina, y por lo 
general se encuentran en la naturaleza en su forma glucosilada o como ésteres del ácido 
quínico, shikímico o tartárico (Heleno y col., 2015). 
Entre los compuestos más representativos de este grupo se encuentran el ácido 
gálico, ácido ferúlico, ácido protocatéquico, ácido vainíllico, ácido cinámico, ácido 
clorogénico, ácido cafeico, entre otros. Varios estudios han demostrado que estos 
compuestos presentan importantes propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, 
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antimicrobianas contra bacterias Gram (+) y Gram (-), antifúngicas, antihelmínticas y 
anticancerígenas sobre diferentes líneas tumorales (Heleno y col., 2015).  
 
 




Dentro de este grupo se incluyen cerca de 4000 compuestos estructuralmente 
diversos que derivan de una misma vía biosintética. La estructura básica de los 
flavonoides está determinada por un esqueleto de 15 carbonos (C6-C3-C6) formado por 
dos anillos bencénicos (A y B) unidos entre sí por medio de un pirano (C) (Fig. 18) 
(Tsao, 2010). Por lo general, los flavonoides se encuentran en la naturaleza como 
agliconas, glucósidos o como derivados metilados (Kumar y Pandey, 2013). 
El grado de oxidación del anillo C determina la clasificación de estos 
compuestos en 3 grupos generales: flavonoles, flavonas y flavanonas. La variación de 
sustituyentes en los anillos A y B determina los diferentes compuestos que constituyen 
cada subgrupo. A su vez, dentro de este grupo también se incluyen las chalconas, como 
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precursoras de los flavonoides, y las antocianinas, importantes pigmentos naturales 
(Fig. 16) (Costa y col., 2012). 
 
Figura 18. Estructura básica de los compuestos fenólicos flavonoides. 
 
Los flavonoides son compuestos altamente ubicuos que se caracterizan por su 
alto poder antioxidante, el cual está determinado por su elevado potencial redox. Esta 
característica les permite actuar como agentes reductores, donadores de hidrógeno y 
depuradores de oxígeno singulete (Zhang y Tsao, 2016). La capacidad quelante de 
metales está menos extendida entre estos compuestos y dependen mayormente de su 
estructura. Asimismo, se ha demostrado que estos compuestos son capaces de inhibir 
algunas enzimas implicadas en la generación de EROs (Kumar y Pandey, 2013). 
Otra propiedad importante de estos compuestos es su capacidad antiinflamatoria, 
la cual está determinada por su capacidad para actuar sobre diversos genes (LOX, COX, 
iNOS, TNF-α, etc.) y enzimas proinflamatorias, inhibiendo la producción de 
interleucinas, citocinas, prostanoides y moléculas de adhesión (Zhang y Tsao, 2016; 
Kumar y Pandey, 2013). Estudios también han demostrado las propiedades 
hepatoprotectoras, antitumorales, antimicrobiana y antivírica de estas moléculas (Kumar 
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7.1.3. Taninos 
 Los taninos están representados por compuestos fenólicos de elevado peso 
molecular. De acuerdo a su naturaleza química, se clasifican en taninos condensados e 
hidrolizables (Ignat y col., 2011). Los taninos condensados, también conocidos como 
proantocianidinas, son en su mayoría polímeros de flavan-3-oles, (-)-epicatequina y (+)-
catequina, y su estructura varía en función de los monómeros que los constituyen, los 
sustituyentes y punto de polimerización (Fig. 19) (Teixeira y col., 2014). El punto de 
polimerización permite clasificarlos en taninos tipo A (uniones C2-O-C7 o C2-O-C5) y 
taninos tipo B (uniones C4-C6 o C4-C8) (Tsao, 2010).  
 
 
Figura 19. Estructura tipo de taninos condensados e hidrolizables (Hernes y col., 2001). 
 
 
Los taninos hidrolizables son principalmente derivados del ácido gálico o ácido 
elágico (Fig. 19), los cuales son hidrolizados para dar unidades de azúcares y ácidos 
fenólicos (Teixeira y col., 2014). 
La importancia biológica de los taninos está dada por su capacidad para 
precipitar proteínas y quelar metales, lo que los convierte en compuestos 
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antinutricionales y les confieren sus propiedades astringentes (Lipińska y col., 2014). 
Diversos estudios han demostrado sus propiedades antiaterogénica, antitrombótica, 
antiinflamatoria y antiangiogénica (Lipińska y col., 2014). Asimismo, se ha demostrado 
que estos compuestos tienen propiedades bacteriostáticas y son capaces de inhibir la 
adhesión de bacterias formadoras de biofilm (Trentin y col., 2013). 
 
7.2. Alcaloides 
En los alcaloides se incluye a un grupo diverso de compuestos que se 
caracterizan por contener un nitrógeno básico en su molécula (Fig. 20). Algunos 
alcaloides pueden contener también oxígeno, azufre y, más raramente, cloro, bromo y 
fósforo (Kabera y col., 2014). Debido a la alta diversidad de estructuras que caracterizan 
a estos compuestos (Fig. 20), se han introducido numerosos sistemas de clasificación en 
base a su origen biológico, síntesis, estructura química y actividades biológicas 
(Aniszewski, 2015). 
 
Figura 20. Núcleos alcaloídicos comunes (Arango Acosta, 2008). 
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Los alcaloides tienen una gran importancia en la medicina debido a su variedad 
de actividades biológicas, entre las que se destacan sus propiedades antitumorales, 
antiinflamatorias, antipsicóticas, sedantes, antimicrobianas, antivíricas e hipoglucémicas 
(Qiu y col., 2014; Kabera y col., 2014). Sin embargo, su uso está limitado por ser 





Figura 21. Biosíntesis de terpenoides (Ludwiczuk y col., 2017). 
 
Los terpenoides constituyen un grupo de diverso de sustancias cuya estructura 
básica está determinada por unidades isoprenoides en los cuales las moléculas de 
isopreno se unen entre sí para formar estructuras poliméricas (Fig. 21) (Kabera y col., 
2014). Dentro de este grupo se incluyen los esteroides, carotenoides y el ácido 
giberélico, entre otros compuestos que cumplen importantes funciones en el 
crecimiento, desarrollo e interacción de las plantas con el medio ambiente. Debido a su 
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naturaleza volátil, estos compuestos han sido ampliamente utilizados para la fabricación 
de fragancias, como aromatizantes, insecticidas etc. (Kabera y col., 2014; Tholl, 2015). 
Entre las propiedades medicinales de estos compuestos se destacan su capacidad 
antitumoral, antiinflamatoria, antimalaria, antimicrobiana, relajante, antinoniceptiva, 
hepatoprotectora, entre otras (Ludwiczuk y col., 2017). 
 
7.4. Compuestos organosulfurados 
 Los compuestos organosulfurados son moléculas orgánicas que contienen azufre 
en su estructura. Estos compuestos son altamente comunes en la naturaleza y se 
caracterizan por una amplia variabilidad estructural que les confiere diferentes 
funciones y reactividades (Fig. 22) (Block, 2013).   
Las plantas en particular sintetizan una gran variedad de compuestos 
organosulfurados en forma de estructuras lipo e hidrosolubles, las cuales son 
responsables del olor y sabor característico de algunas frutas y verduras como el brócoli, 
ajo y cebolla (Batchu y col., 2013). Debido a que su principal función en las plantas es 
defensiva, estos compuestos se destacan por sus propiedades antimicrobianas, 
antifúngicas, antivíricas y antiparasitarias (Block, 2013; Gao y col., 2013). Sin embargo, 
también se ha demostrado que tienen importantes propiedades sobre el sistema 
cardiovascular debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, 
antitrombóticas, e hipotensoras (Batchu y col., 2013). 
 
 
P á g i n a  | 83 
 
 
Figura 22. Principales estructuras básicas de los compuestos organosulfurados (Fujita y 
Kamataki, 2001). 
 


















Las plantas que habitan en la Puna Argentina sintetizan numerosas biomoléculas 
para poder subsistir en el ambiente extremo de la región. Estos compuestos presentan 
importantes propiedades biológicas para la salud humana, particularmente 
antiinflamatoria. 
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OBJETIVO GENERAL 
Evaluar in vitro la actividad antiinflamatoria de extractos hidroalcohólicos de 
especies vegetales que crecen en zonas extremas del noroeste argentino, a fin de 
determinar su potencial actividad en procesos inflamatorios humanos. Con este estudio 
se pretende validar científicamente el uso popular de estas especies y contribuir al 




1. Recolección del material vegetal de las 13 especies con las que se trabajará 
2. Preparar extractos hidroalcohólicos a partir de las partes aéreas de las especies 
vegetales seleccionadas. 
3. Realizar estudios fitoquímicos cualitativos y cuantitativos de los extractos. 
4. Determinar la capacidad de los extractos hidroalcohólicos para inhibir enzimas 
implicadas en procesos inflamatorios (LOX, COX, sFLA2, iNOS, xantina 
oxidasa y hialuronidasa). 
5. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohólicos. 
6. . Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de combinaciones 
preparadas a partir de extractos hidroalcohólicos de las especies más activas 
7. Identificar los principales metabolitos de las especies más activas. 
8. Realizar estudios de toxicidad.  
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1. Recolección del material vegetal 
Partes aéreas (hojas y tallos adultos) de las especies vegetales fueron 
recolectadas por muestreo al azar a partir de un mínimo de 3 individuos por cada 
especie durante el período estival en diferentes regiones de la Puna argentina. El 
material recolectado fue indentificado por la Dra. Soledad Cuello (Tabla 3) (Cuello, 
2006), y una muestra de cada especímen se depositó en el herbario del “Instituto Miguel 
Lillo”, perteneciente a la Fundación Miguel Lillo (Tucumán, Argentina). Los 
ejemplares recolectados se secaron en estufa con circulación forzada de aire a 40ºC 
hasta peso constante. El material secado se trituró con molinillo y se almacenó en 
freezer de -80ºC. 
 
2. Extracción de los principios activos 
2.1. Preparación de los extractos hidroalcohólicos  
Para la extracción de los principios activos se realizó por maceración con una 
solución hidroalcohólica formada por etanol:agua 20:80 (v/v). Para esto, 20 g de 
material vegetal triturado se mezclaron con 100 ml de la solución hidroalcohólica. Esta 
mezcla se agitó a temperatura ambiente en agitador rotatorio a 40 ciclos/min durante 7 
días. Al finalizar el tiempo especificado, las tinturas fueron filtradas al vacío usando 
filtros Whatman Nº4.  
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Tabla 3. Ubicación geográfica de las plantas de la Puna argentina estudiadas 
Familia Nombre científico 
Número de 
Espécimen 







Baccharis boliviensis 607936/LIL 




Catamarca Peñas de ignimbrita 3650 
26° 1’S 
67°20’O 
Baccharis tola 607934/LIL 




Catamarca Peñas de ignimbrita 3650 
26° 1’S 
67°20’O 
Chiliotrichiopsis keidelii 610652/LIL 
Aguas 
Calientes 
Molinos Salta Laderas rocosas 3800 
25°41’S 
66°46’O 
Chuquiraga atacamensis 607929/LIL 





Terrasas arenosas de 









Catamarca Peñas de ignimbrita 4200 
26° 1'S 
67°14'O 




Yavi y Santa 
Catalina 
Jujuy 
Próxima a vegas o suelos 





Parastrephia lucida 607923/LIL 





Próxima a vegas o suelos 





Parastrephia phyliciformis 487802/LIL Huaca Huasi Tafí del Valle Tucumán Laderas rocosas 4300 
26°39.30’S 
65°44.23’O 
Tessaria absinthioides 607895/LIL 




Catamarca Suelos arenosos y dunas 3700 
26°28'S 
67°15'O 
Ephedraceae Ephedra multiflora 607941/LIL 





Terrasas arenosas de 













Catamarca Suelos rocosos de tolares 3700 
26°30’S 
66°40’O 
Junellia seriphioides 610854/LIL El Bolsón Ambato Catamarca 
Terrasas arenosas de 
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2.2. Determinación del peso seco y preparación de las muestras 
Los extractos hidroalcohólicos obtenidos se evaporaron hasta la eliminación 
completa del etanol utilizando un evaporador rotatorio a una temperatura inferior a 
40°C para evitar alteraciones de los compuestos. Posteriormente, el agua residual se 
eliminó por liofilización. El residuo seco obtenido fue pesado y se determinó el 
rendimiento en mg de peso seco (PS) de principio soluble por gramo de material vegetal 
(mg PS/g). El residuo obtenido de la evaporación se resuspendió en dimetilsulfóxido 
(DMSO) a fin de obtener soluciones de trabajo de concentración conocida, las cuales se 
almacenaron en oscuridad a 4ºC hasta su utilización. 
 
2.3. Preparación de las mezclas 
A fin de asegurar la constancia en la composición fitoquímica y la actividad de 
cada una de las tres especies vegetales seleccionadas para la preparación de las mezclas, 
la extracción de los principios activos se llevó a cabo de forma individual para cada 
especie según el apartado 4.2.1. Posteriormente, se mezclaron soluciones de 
concentración conocida (en mg PS/ml) para obtener las diferentes mezclas binarias y 
ternarias (Tabla 4). Éstas fueron almacenadas en oscuridad a 4ºC hasta su utilización.  
 




P. lucida T. absinthioides E. multiflora 
MIX A 1 1 1 
MIX B 2 1 1 
MIX C 1 2 1 
MIX D 1 1 2 
MIX E - 1 1 
MIX F 1 - 1 
MIX G 1 1 - 
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3. Tamizaje fitoquímico 
 Los principales responsables de las propiedades beneficiosas de las plantas 
medicinales son un conjunto de moléculas que son producto de su metabolismo 
secundario. Estos metabolitos, entre los que se destacan los compuestos fenólicos, si 
bien no juegan un rol fundamental en el metabolismo primario de las plantas, son 
esenciales en los mecanismos de defensa y señalización (Osbourn y Lanzotti, 2009).  
A lo largo de los años se han desarrollado un gran número de técnicas que 
permiten identificar su presencia rápidamente en muestras de diversa naturaleza. Estos 
ensayos se basan principalmente en evidenciar la presencia de grupos funcionales 
característicos de cada familia de compuestos por medio de reacciones de óxido-
reducción, o por formación de complejos coloreados, los cuales pueden ser rápidamente 
observados sin necesidad de instrumental especial (Savithramma y col., 2011).  
La presencia de estos compuestos bioactivos es un indicativo del valor medicinal 
de una planta específica, es por ello que, como estudio preliminar, se realizó un tamizaje 
fitoquímico cualitativo de todos los extractos para determinar la presencia de los 
principales grupos químicos siguiendo procedimientos estandarizados (Harborne, 1973; 
Edeoga y col., 2005). 
 
3.1. Determinación de cardiotónicos 
 A 100 mg de los extractos alcohólicos disueltos en 500 µl de etanol 80° se 
adicionaron 200 µl de agua destilada y 250 µl de una solución de acetato de plomo al 
10%. La mezcla se calentó en un baño de 100°C durante 10 min. Posteriormente, se 
realizó una centrifugación y se recuperó el sobrenadante, al cual se adicionó 1 ml de 
cloroformo. Una vez agitada y separadas las dos fases, se fraccionó la fase clorofórmica 
en 2 tubos que se llevaron a la estufa de 37°C hasta sequedad. 
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 En cada tubo se realizó una reacción diferente con el objetivo de determinar la 
presencia de distintos grupos funcionales de los cardiotónicos (Harborne, 1973; Teke y 
col., 2010). 
 Reacción de Kedde 
 A un tubo se adicionaron 100 µl del reactivo de Kedde (Ácido 3,5-
dinitrobenzóico al 3% en metanol / KOH al 5,7%, 1:1 v/v) y se agitó. La aparición de 
coloraciones rosa o azul-violeta indican la presencia del anillo γ-lactona de los 
cardenólicos. 
 Reacción de Keller-Kiliani  
 A un segundo tubo se adicionaron 200 µl de ácido acético glacial, 10 µl de 
cloruro férrico al 5% (en metanol), una gota de ácido sulfúrico concentrado y se agitó. 
Las coloraciones entre azul y verde indican la presencia de desoxiazúcares, 
característicos de cardiotónicos glicosilados (cardenólidos). 
 
3.2. Determinación de cumarinas volátiles 
 A distintos volúmenes de los extractos alcohólicos, correspondientes a 100 mg 
PS, se adicionó etanol 80° hasta el mismo volumen final. Posteriormente, se taparon los 
tubos con papel de filtro impregnado con una solución de hidróxido de sodio al 5% y se 
llevaron a baño de 100°C durante 5 min. Los papeles de filtro se removieron y se 
analizaron bajo luz ultravioleta. Las manchas naranjas o amarillas indican presencia de 
cumarinas (Teke y col., 2010) 
 
3.3. Determinación de flavonoides 
 En cada tubo se colocó un volumen específico de cada extracto correspondiente 
a 100 mg PS y se llevaron a un mismo volumen con etanol 80°. Se adicionaron unos 
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fragmentos de magnesio y se agregaron por las paredes del tubo unas gotas de ácido 
clorhídrico al 10% (Reacción de Shinoda). El cambio de coloración del extracto indica 
la presencia de distintas estructuras de flavonoides: Isoflavonas (amarillo rojizo), 
flavanonas (azul, magenta, violeta, rojo), flavanoles (rojo a magenta), flavonas y 
flavonoles (amarillo a rojo) (Guillermo Navarro, 2002; Mojab y col., 2003). 
 
3.4. Determinación de taninos 
 En tubos se colocaron distintos volúmenes de cada extracto, correspondientes a 
100 mg PS, y se evaporaron hasta sequedad. El residuo obtenido se resuspendió con 3 
ml de agua destilada. Para observar la presencia de taninos, a 1 ml de esta disolución se 
adicionaron unas gotas de cloruro férrico al 10%. La aparición de coloración variable 
entre verde y azul-negro indica positivos para taninos condensados e hidrolizables, 
respectivamente (Adegboye y col., 2008). 
 
3.5. Determinación de derivados antracénicos libres 
 A distintos volúmenes de los extractos alcohólicos (100 mg PS) se adicionaron 
2,5 ml de cloroformo. La mezcla se agitó y se dejó reposar hasta completa separación de 
las fases (aproximadamente 15 min). La fase clorofórmica se dividió en dos tubos. En el 
primer tubo se llevó a cabo la reacción de Brontraeger. Para ello se adicionaron 400 µl 
de una solución de hidróxido de sodio al 10% y se observó la aparición de coloraciones 
entre amarillo y anaranjado en la fase acuosa (Onwukaeme y col., 2007). Al segundo 
tubo se adicionaron 200 µl de una solución de acetato de magnesio al 0,5%. La 
aparición de coloraciones amarillentas o anaranjadas indica la presencia de 
antraquinonas libres. 
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3.6. Determinación de Saponinas 
Distintos volúmenes de cada extracto (100 mg PS) se evaporaron hasta sequedad 
para luego ser resuspendidos con 2 ml de agua hirviendo. La suspensión se agitó 
vigorosamente y se dejó reposar durante 15 min. La presencia de saponinas se evidencia 
por la formación de una espuma persistente (Ayoola y col., 2008). 
 
3.7. Determinación de triterpenos y esteroides 
 En tubos se colocaron distintos volúmenes de cada extracto (100 mg PS) y se 
evaporaron hasta sequedad. Los residuos secos se resuspendieron con 2 ml de 
cloroformo y la mezcla se dejó decantar. 500 µl de esta disolución se mezclaron con 
ácido sulfúrico concentrado. La aparición de un anillo marrón rojizo en la interfase 
indica la presencia de triterpenos/esteroides (Reacción de Salkowski) (Adegboye y col., 
2008). 
 
3.8. Determinación de alcaloides 
 En tubos se colocaron distintos volúmenes de cada extracto (100 mg PS), y se 
evaporaron hasta sequedad. Luego se resuspendieron con 1,5 ml de ácido clorhídrico al 
10%. La mezcla se calentó a 70°C durante 10 min, se enfrió y centrifugó. 1 ml del 
sobrenadante se fraccionó en dos partes iguales: A un tubo se adicionaron 400 µl de 
reactivo de Mayer (HgCl/KI). La formación de un precipitado blanco indica presencia 
de alcaloides (Teke y col., 2010). A otro tubo agregaron 500 µl del reactivo de 
Dragendorff (BiNO4/KI). En este caso, la aparición de un precipitado o turbidez indica 
presencia de alcaloides (Adegboye y col., 2008). 
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4. Cuantificación de metabolitos secundarios 
4.1. Compuestos fenólicos totales  
El contenido de compuestos fenólicos fue determinado mediante el método 
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton y col., 1999). Este método se basa en las 
propiedades reductoras de los compuestos fenólicos, los cuales son capaces de reducir el 
polianión molibdotungstofosfórico en medio alcalino para formar el complejo 
molibdotungstofosfato (azul), el cual se determina espectrofotométricamente. La 
cantidad del complejo molibdotungstofosfato formado es proporcional a la cantidad de 
fenólicos presentes en la mezcla (Cicco y col., 2009). 
Una alícuota de soluciones de 50 mg/ml de las plantas individuales y de 30 
mg/ml de las mezclas se mezcló con 1 ml de agua destilada y 0,1 ml del reactivo de 
Folin, y se dejaron reaccionar durante 2 min. Luego se adicionaron 0,4 ml de una 
solución de carbonato de sodio 15,9% y se calentó en baño maría a 50◦C durante 5 min. 
La absorbancia del complejo molibdotungstofosfato formado se midió 
espectrofotométricamente a 765 nm (Spectronic Unicam (Genesys)). Se realizó una 
curva patrón con ácido gálico como estándar y los resultados se expresaron en µg de 
equivalentes de ácido gálico (EAG) por mg de peso seco (PS) de extracto (µg EAG/mg 
PS) (R2 = 0,997, p ≤ 0,05).   
 
4.2. Fenólicos no flavonoides  
Zoecklein y col. (1990) desarrollaron un método cuantitativo para determinar el 
contenido de compuestos fenólicos no flavonoides que se basa en la cuantificación del 
contenido total de fenólicos remanentes después de precipitar los flavonoides con 
formaldehido acidificado. El formaldehído en medio ácido reacciona con los 
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flavonoides produciendo resinas poliméricas insolubles que precipitan completamente al 
cabo de 24 h. 
La precipitación de los flavonoides se llevó a cabo adicionando a 500 µl de los 
extractos de las especies vegetales (50 mg/ml) y de las mezclas (30 mg/ml), 500 µl de 
HCl:H2O (1:3 v/v) y 250 µl de formaldehido 8 g/l. La mezcla se incubó durante 24 h a 
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 1.200 rpm durante 7 min y se 
tomaron 100 µl del sobrenadante para la determinación del contenido de fenólicos 
utilizando el método de Folin-Ciocalteau descrito en el apartado 4.4.1. Los resultados se 
expresaron en µg de equivalentes de ácido gálico (EAG) por mg de peso seco (PS) de 
extracto (µg EAG/mg PS) (R2 = 0,997, p ≤ 0,05).   
 
4.3. Flavonas-flavonoles 
El contenido de flavonas y flavonoles se determinó espectrofotométricamente a 
425 nm con cloruro de aluminio (Popova y col., 2005). Esta técnica se basa en la 
formación de un complejo entre el ion aluminio (Al3+) y los grupos carbonilo (C4) e 
hidroxilos (C3 y/o C5) de los flavonoides. 
Cada extracto o mezcla se incubó durante 10 min a temperatura ambiente con 50 
µl de una solución de AlCl3 5%, y suficiente cantidad de metanol absoluto para un 
volumen final de 2,5 ml. La absorbancia del complejo formado se midió 
espectrofotométricamente a 425 nm (Spectronic Unicam (Genesys)). La curva patrón se 
realizó con quercetina como estándar y los resultados se expresaron en µg de 
equivalentes de quercetina (EQ) por mg de PS de la muestra (µg EQ/mg PS) (R2 = 
0,999, p ≤ 0,05). 
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4.4. Flavanonas-dihidroflavonoles 
El contenido de flavanonas-dihidroflavonoles se determinó utilizando el método 
colorimétrico de Nagy y Grançai (1996) con algunas modificaciones. Esta técnica se 
basa en la reacción de estos compuestos con el 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) en 
medio ácido para formar fenilhidrazonas coloreadas que se detectan a 495 nm.  
Alícuotas de los extractos de las especies vegetales y las mezclas se pusieron en 
contacto con 500 µl de DNP al 1% y cantidad suficiente de metanol 70% para un 
volumen final de 750 µl. La mezcla de reacción se incubó 50 min a 50°C y 
posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, se 
tomaron 300 µl de cada mezcla de reacción y se agregaron 700 µl de una solución de 
hidróxido de potasio 10% disuelto en metanol al 70%. Se incubó durante 2 min a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 1.200 rpm durante 7 min. A 500 µl del 
sobrenadante se adicionaron 2,5 ml de metanol absoluto y la absorbancia se midió a 495 
nm (Spectronic Unicam (Genesys)). La curva patrón se realizó con naringenina como 
estándar, y los resultados se expresaron en µg de equivalentes de naringenina (EN) por 
mg de PS de la muestra (µg EN/mg PS) (R2 = 0,990, p ≤ 0,05). 
La solución de DNP al 1% se preparó disolviendo 1 g de DNP en 4 ml de ácido 
sulfúrico 98% y se llevó a un volumen final de 100 ml con metanol absoluto.  
 
4.5. Taninos condensados (proantocianidinas) 
Para cuantificar el contenido de taninos condensados se empleó la técnica 
espectrofotométrica de Prior y col., (2010). Este método se basa en la reacción del 4-
dimetilaminocinamaldehído (DMAC) con los grupos hidroxilos libres con orientación 
meta y con los enlaces simples entre los carbonos 2-3 del anillo de los polímeros de 
antocianidinas (PACs).  
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Distintos volúmenes de cada muestra se hicieron reaccionar con 450 µl de 
DMAC al 0,1% (en etanol 91% acidificado) y se llevó a volumen final de 1 ml con 
etanol 91% acidificado. La mezcla se dejó reaccionar a 30°C durante 20 min. Durante 
ese tiempo, los taninos condensados reaccionan con el DMAC dando un complejo de 
color azul verdoso que absorbe a 640 nm, la cual es detectada espectrofotométricamente 
(Spectronic Unicam (Genesys)). Se realizó una curva patrón con proantocianidina B2, y 
los resultados se expresaron en microgramos de equivalentes de proantocianidina B2 por 
miligramo de peso seco de muestra (µg EPB2/ mg PS) (R
2 = 0,989, p ≤ 0,05). 
 
5. Composición fitoquímica por HPLC-ESI-MS/MS 
Se analizó la composición fitoquímica de los extractos más activos por 
cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masa por 
ionización por electrospray (HPLC-ESI-MS/MS) a fin de determinar la presencia de los 
posibles metabolitos responsables de las bioactividades asociadas a estos extractos. La 
espectroscopía de masa es una técnica analítica que ha cobrado gran importancia en el 
análisis de extractos vegetales, puesto que provee información estructural, cuali y 
cuantitativa, de las moléculas presentes en una muestra luego de su ionización. Las 
moléculas ionizadas atraviesan un analizador de masa y se separan en función de su 
relación masa/carga (m/z). Las señales son detectadas y procesadas por el software, y se 
obtiene un espectro de masa en el cual se muestra la abundancia relativa de las señales 
en función de la relación m/z (Ho y col., 2003). 
Cinco miligramos de cada extracto se disolvieron en 1 ml de una solución de 
MeOH:H2O (1:1 v/v) y se filtraron usando membranas de politetrafluoroetileno (PTFE) 
de 0,45 µm. 20 µl de esta solución se analizaron por cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) a 254 nm. Para análisis se empleó una columna MultoHigh 100 RP 
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18-5µm (250 x 4.6 mm), con una temperatura de horno de 25ºC. Como fase móvil se 
utilizó un sistema de gradiente de lineal formado por 30% de agua (A), 20% de 
acetonitrilo (B) y 50% de ácido fórmico 1% (C) durante 20 min, seguido de una mezcla 
de 18% de A, 12% de B y 70% de C durante 35 min, con un flujo de 1 ml/min. 
El espectro de masa se obtuvo por medio de un sistema de cromatografía líquida 
Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc, CA, USA) y un sistema de captura de iones 
Esquire 4000 (Bruker Daltoniks GmbH, Germany). El espectro de disociación inducida 
se obtuvo usando helio como gas colisionador, con una amplitud de fragmentación de 
1.00 V (masa/masa (MS/MS)) 
 
6. Análisis fitoquímico por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
 Además de la identificación de los principales fitoquímicos de las especies más 
activas seleccionadas para preparar las mezclas binarias y ternarias, también se 
analizaron las mezclas binarias y ternarias por cromatografía de alta resolución con 
arreglo de diodos (HPLC-DAD) a fin de observar variaciones en la composición y 
asegurar la presencia de determinados marcadores. Asimismo, se realizó la 
cuantificación de los principales picos observados.  
Esta técnica es ampliamente utilizada para la separación e identificación de 
compuestos fenólicos en muestras vegetales debido a su facilidad de uso y practicidad. 
Las técnicas más extendidas para la separación e identificación de fitoquímicos utilizan 
una columna de fase reversa C18, con un gradiente de solventes que van de agua 
acidificada a solventes orgánicos acidificados. Los compuestos fenólicos son separados 
en función de su afinidad diferencial con la fase estacionaria (columna) y el sistema de 
solventes que constituyan la fase móvil, y son detectados por un sistema UV-Visible o 
de arreglo de diodos a medida que van eluyendo de la columna (Ajila y col., 2011). 
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Para la identificación se utilizó un equipo Waters 1525 con un sistema binario de 
bombas, un detector de arreglo de diodos Waters 2998 (220-540 nm), y una válvula de 
inyección manual con un loop de 20 µl (Rheodyne Inc., Cotati, CA). Soluciones de 5 
mg/ml de las mezclas binarias y ternarias se hicieron correr por una columna XBridge 
C18 de 5 μm y 4.6 x 250 mm (Waters corporation, Milford, MA). Como fase móvil se 
empleó un sistema de gradiente de dos solventes: Ácido acético 0,1% en agua (A) y 
Ácido acético 0,1% en metanol (B). El sistema de gradiente se desarrolló con un flujo 
de 0,5 ml/min como se describe a continuación: 90% A + 10% B de 0 a 45 min; 43% A 
+ 57% B de 45 a 60 min; y 100% B de 60 a 65 min. 
Adicionalmente, se realizó la cuantificación de los principales picos de las 
mezclas. Cada pico se cuantificó a partir de sus respectivas curvas estándares en la 
medida que estuvieran disponibles, y los resultados se expresaron en microgramos del 
compuesto por miligramo de peso seco (µg/mg). Los ácidos fenólicos no identificados 
en T. absinthioides y P. lucida se cuantificaron como equivalentes de ácido caféico, 
puesto que se identificaron principalmente sus derivados por HPLC-ESI-MS/MS. Los 
resultados se expresaron como microgramos de equivalentes de ácido caféico por 
miligramo de peso seco (µg EAC/mg). En el caso de los derivados de robinina y 
galangina identificados en E. multiflora, éstos se cuantificaron como equivalentes de 
quercetina, y los resultados se expresaron como microgramos de equivalentes de 
quercetina por miligramo de peso seco (µg EQ/mg).  
 
7. Inhibición de enzimas implicadas en el proceso inflamatorio 
7.1. Ensayos en sistemas libres de células 
 La inflamación es un proceso fisiológico complejo que está regulado por una 
extensa variedad de procesos, los cuales, a su vez, son catalizados por una gran batería 
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de enzimas que constituyen el blanco de los antiinflamatorios comerciales. Debido a la 
alta complejidad de este proceso, los modelos in vitro permiten determinar los 
mecanismos de acción, así como las enzimas dianas, de una droga determinada o de un 
extracto complejo, con la finalidad de predecir cómo actuarían en condiciones 
fisiológicas. Sus bajos costos, rapidez, reproductibilidad y practicidad han convertido a 
los ensayos enzimáticos in vitro en el principal modelo de evaluación a escala 
laboratorio para predecir las actividades biológicas de diferentes muestras. Por esto, se 
ensayó el efecto sobre las principales enzimas del proceso inflamatorio de extractos de 
distintas plantas medicinales de la Puna argentina que son empleadas popularmente para 
tratar dolencias inflamatorias. 
 
7.1.1. Fosfolipasa A2 (sFLA2) 
La capacidad de los extractos para inhibir la actividad de la sFLA2 se determinó 
mediante el método de Reynolds y col. (1992) con algunas modificaciones. En este 
ensayo se emplean tio-fosfolípidos sintéticos como sustrato, los cuales están unidos a 
las cadenas de ácidos grasos por medio de enlaces tio-ésteres. Su hidrólisis mediada por 
la sFLA2 lleva a la formación de ácidos grasos libres y tio-lisofosfolípidos, los cuales 
formarán un cromóforo con el ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB). 
La mezcla de reacción se preparó con 10 µl de DTNB 10 mM, 10 µl de enzima 
(1 mg/mL), 200 µg/ml de extracto de las especies vegetales o las mezclas, y 50 µl de 
solución tampón Tris-HCl (10 mM, pH 8), adicionado con CaCl2 10 mM y KCl 100 
mM. Por último, se adicionan 150 µl de sustrato (1,2-di(heptanoiltio) glicerofosfocolina 
(1,25 mM) con Triton X-100 (0,3 mM) para iniciar la reacción.  
La actividad de la enzima se determinó espectofotométricamente a 414 nm cada 
2 min durante 20 min a 25°C en un lector de microplacas (Spectronic Unicam 
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(Genesys)). Como control negativo se utilizó DMSO y como control positivo se 
emplearon un antiinflamatorio comercial (indometacina) y un producto natural 
(quercetina). 
El porcentaje de inhibición se calculó mediante la siguiente fórmula:  
 
 
Siendo A control la absorbancia del control sin extracto y una cantidad 
equivalente de DMSO, y A muestra la absorbancia en presencia del extracto. Los 
cálculos se realizaron en función de los valores obtenidos a los 10 min de reacción, 
tiempo hasta el cual existe una correlación directa entre de la variación de la 
absorbancia en función del tiempo. 
 
7.1.2. Lipoxigenasa (LOX) 
La LOX de soja es una enzima muy utilizada como modelo bioquímico in vitro 
por ser similar a las LOXs humanas, tanto en su especificidad por el sustrato como en 
sus características de inhibición (Kingston, 1981; Borgeat y col., 1983). La técnica más 
extendida para determinar la capacidad inhibitoria de esta enzima se basa en la 
oxidación de un ácido graso poliinsaturado (normalmente ácido linoléico por su mayor 
estabilidad y su similitud estructural con el ácido araquidónico) (Fig 23A), a través de 
un ciclo de óxido-reducción en el que participa un grupo hierro no hemo presente en el 
sitio catalítico de la enzima (Fig 23B) (Jacquot y col., 2008). 
El doble enlace conjugado del hidroperóxido (Fig. 23A) produce un aumento de 
la absorbancia a 234 nm, la cual permite seguir el desarrollo de la reacción enzimática 
(Lapenna y col., 2003). 
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Figura 23. A) Oxidación de los ácidos linoléico y araquidónico por la lipoxigenasa (LOX) para 
formar los correspondientes hidroperóxidos ácido 13-hidroperoxi-octadecadienóico (13-
HPODE) y ácido 15-hidroperoxi-eicosatetraenóico (15-HPETE), respectivamente. B) Ciclo 
catalítico de la enzima lipoxigenasa (Sacado de Jacquot y col., 2008). 
 
 
La mezcla de reacción contiene 18 µl de ácido linoléico (50 µM) como sustrato, 
buffer borato de sodio 0,2 M (pH 9), 0,9 mM de 1-LOX de soja (0,1 mg/ml) disuelta en 
el mismo buffer borato de sodio, y diferentes concentraciones de los extractos de las 
especies vegetales (50–400 μg/ml) o las mezclas (70-300 µg/ml). La mezcla de reacción 
se incuba a temperatura ambiente durante 4 min. La cantidad de hidroperóxidos 
lipídicos producidos a partir del ácido linoléico se determinó espectrofotométricamente 
a 234 nm (Thermo Spectronic Unican Genesys 10 UV) cada 30 segundos durante 4 min 
(Taraporewala y Kauffman, 1990).  
Los resultados se expresaron en concentración de hidroperóxidos lipídicos 
producidos a partir del linoleato de sodio y se calculan usando el coeficiente de 
extinción molar 25 1/mM cm.  
Como control de 100% de actividad la enzima se puso una cantidad equivalente 
de DMSO en lugar de los extractos. Como controles positivos se utilizaron el ácido 
caféico (25-75 µg/ml) (antiinflamatorio natural) y el naproxeno (antiinflamatorio 
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comercial) (5-25 µg/ml), y se realizaron los correspondientes controles de sustrato, 
enzima y extracto. 
Los porcentajes de inhibición de diferentes concentraciones de los extractos se 
calcularon con respecto al control de 100% de actividad.  
 
 
Siendo A control la absorbancia del control de 100% de actividad de la enzima 
sin extracto y una cantidad equivalente de DMSO, y A muestra es la absorbancia en 
presencia del extracto. La concentración de extracto necesaria para inhibir la actividad 
de la enzima en un 50% (CI50) se determinó a partir de las curvas de regresión. 
 
7.1.3. Ciclooxigenasa (COX) 
 Para determinar la capacidad de los extractos para inhibir la actividad de esta 
enzima, se empleó un kit de ensayo de inhibición COX (Cayman Chemical, Ann Arbor, 
MI), y se siguieron las indicaciones especificadas por el comerciante. 
 La ciclooxigenasa cataliza la producción de prostaglandinas (PG), tromboxano y 
un precursor de la prostaciclina (PGH2). Este ensayo detecta específicamente la 
presencia de la prostaglandina PGF2α, producida a partir de la reducción de la PGH2 con 
SnCl2. Este prostanoide es cuantificado por enzimainmunoensayo (ELISA), el cual se 
basa en la competencia entre la PG y la PG-acetilcolinesterasa conjugada (PG tracer) 
por una cantidad limitada de anticuerpos anti-PG. Como la cantidad del PG tracer es 
constante, mientras que la cantidad de PG varía, la cantidad de PG tracer que será capaz 
de unirse al anticuerpo anti-PG será inversamente propocional a la concentración de PG 
en la celda de reación. El complejo anticuerpo-PG se une a un anticuerpo anti-IgG 
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unido al pocillo. Posteriormente, la microplaca es lavada para remover los complejos no 
unidos y se adiciona el reactivo de Ellman, que contiene el sustrato para la PG-
acetilcolinesterasa. El producto de esta reacción presenta una coloración amarilla 
característica que absorbe a 412 nm. La intensidad de la coloración se determina 
espectrofotométricamente y es inversamente proporcional a la cantidad de PG libre 
presente en el pocillo durante la incubación (Alberto et al., 2009). 
 Mediante esta técnica se evaluó la capacidad de las especies vegetales y las 
mezclas (200 µg/ml) de inhibir la actividad de la enzima COX-2. Como control de 
100% de actividad se utilizó un volumen equivalente de DMSO, mientras que los 
antiinflamatorios comerciales naproxeno e ibuprofeno (50 µg/ml) se utilizaron como 
controles positivos. Asimismo, se evaluó el efecto inhibidor de las tres especies 
vegetales seleccionadas y sus mezclas (200 µg/ml) sobre la isoenzima constitutiva 
COX-1. Como control positivo para esta enzima se empleó el antiinflamatorio 
comercial indometacina (50 µg/ml).  
 El límite de detección de este ensayo es de 29 pg PG/ml, y el coeficiente de 
variación intra e inter-ensayo fue de 5 y 10%, respectivamente. El efecto de los 
extractos sobre la enzima se determinó en función del porcentaje de inhibición de la 
producción de PGE2. 
 
7.1.4. Hialuronidasa 
El efecto de los extractos sobre la hialuronidasa se determina 
espectrofotométricamente por cuantificación de la cantidad de N-acetilglucosamina 
(NAGA) producida a partir de hialuronato de potasio (Lee y col., 1993). La actividad de 
la enzima se detecta en función de la cantidad de N-acetilglucosamina generada a partir 
de la hidrólisis del sustrato hialuronidato de sodio catalizada por la hialuronidasa. La N-
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acetilglucosamina generada forma cromógenos por medio de la reacción de Morgan-
Elson a 100ºC y en pH alcalino (Fig. 24), los cuales luego reaccionan con el p-
dimetilaminobenzaldehido (DMAB) para dar un cromóforo rosa que es detectado a 550 
nm (Takahashi y col., 2003). 
 
 
Figura 24. Formación de cromóforos a partir de la N-acetilglucosamina por medio la reacción 
de Morgan-Elson (Takahashi y col., 2003). 
 
Para este ensayo se preincubaron 5 µl de la enzima hialuronidasa (16,23 mg/ml) 
con el agente activador, CaCl2 0,125 M, a 37°C durante 10 min en buffer acetato de 
sodio 0,2 M, pH 4,5. Posteriormente, se ensayaron diferentes concentraciones de los 
extractos de las especies vegetales (100–800 μg/ml) o las mezclas (50-400 µg/ml) y 50 
µl del sustrato, hialuronato de sodio (1,33 mg/ml), y se incubó nuevamente a 37°C 
durante 30 min. Para detener la reacción se agregaron 50 µl de tetraborato de potasio 0,4 
M, seguido de calentamiento en baño de agua hirviendo por 3 min. La mezcla de 
reacción se dejó enfriar y se adicionaron 1,5 ml de DMAB (100 mg/ml, dil. 1/10) y se 
incubó a 37ºC por 15 min. La absorbancia se midió a 550 nm (Absorbance Microplate 
Reader ELx808TM).  
El control (100% actividad) se preparó reemplazando las diferentes muestras por 
el solvente, DMSO. Adicionalmente, se realizaron los correspondientes controles de 
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sustrato, enzima y extracto. Como controles positivos de la enzima se emplearon 
indometacina (antiinflamatorio comercial) y quercetina (compuesto natural puro) (50-
200 µg/ml) 
El efecto inhibitorio de los extractos sobre la actividad de la hialuronidasa se 
calcula determinando el porcentaje de inhibición de la enzima con respecto al control. 
El porcentaje de inhibición se calculó según la siguiente fórmula: 
 
 
Siendo A control la absorbancia del control de 100% de actividad de la enzima 
sin extracto y una cantidad equivalente de DMSO, y A muestra la absorbancia en 
presencia del extracto. La concentración de extracto necesaria para inhibir a la enzima 
en un 50% (CI50) se determina a partir de las curvas de porcentaje de inhibición vs las 
diferentes concentraciones de extracto empleadas en el ensayo. 
 
7.1.5. Xantina oxidasa 
La xantina oxidoreductasa es una molibdoflavoproteína que se encuentra 
presente en una gran variedad de tejidos en dos isoformas interconvertibles: xantina 
oxidasa y xantina deshidrogenasa (Kelley y col., 2010). La primera, actúa sobre la 
xantina e hipoxantina produciendo ácido úrico y especies reactivas del oxígeno como 
peróxido de hidrógeno y anión superóxido (Fig. 25) (Alves y col., 2010). El ácido úrico 
generado mediante esta reacción puede ser detectado espectrofotométricamente a 290 
nm, constituyendo la base de la técnica para determinar la inhibición de la actividad de 
esta enzima descrita por Kong y col. (2000). 
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Figura 25. Transformación de la hipoxantina y xantina en ácido úrico por la enzima xantina 
oxidasa (Raivio y col., 2018). 
  
Se determinó espectrofotométricamente el efecto de 200 µg/ml de las mezclas y 
sus especies componentes de acuerdo a la técnica de Kong y col. (2000). Las especies 
vegetales y sus mezclas se hicieron reaccionar con 30 µl de xantina oxidasa (0,1 U/ml) 
y suficiente buffer fosfato de sodio (200 mM, pH 7,5) para un volumen final de 120 µl. 
Luego de una pre-incubación de 15 min a 25ºC se adicionaron 60 µl de xantina (1000 
µM). La formación del ácido úrico por la enzima se detectó espectrofotométricamente a 
290 nm (Microplate Reader Thermo Scientific Multiskan GO). Como controles 
positivos se emplearon allopurinol (1-3 µg/ml), como inhibidor específico de la enzima, 
y como antiinflamatorio comercial indometacina (200-400 µg/ml) 
 
7.2. Ensayos en sistemas celulares 
 Los ensayos in vitro resultan ventajosos ante la necesidad de evaluar un gran 
número de muestras debido a sus bajos costos y sus cortos tiempos de evaluación, 
además de que aportan información importante sobre los posibles mecanismos de 
acción de una droga o extracto. Sin embargo, debido a las limitaciones de estos ensayos, 
que no son un fiel reflejo de las condiciones fisiológicas, ni tienen en consideración el 
transporte de los compuestos bioactivos a través de la membrana plasmática, los 
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ensayos in vivo siguen siendo un requerimiento para confirmar sus propiedades 
biológicas.  
Los elevados costos, y grandes requerimientos de animales, espacio y tiempo 
necesarios para llevar a cabo ensayos in vivo ha llevado al desarrollo y expansión de los 
ensayos en sistemas celulares. Estos ensayos han demostrado tener una buena 
correlación con los ensayos in vivo, convirtiéndose en una importante herramienta en la 
farmacología. El principal atractivo de estos los modelos está en su seguridad, bajos 
costos y la posibilidad de evaluar rápidamente una gran cantidad de muestras en 
condiciones semejantes a las del organismo.  
 
7.2.1. Estabilización de la membrana de los glóbulos rojos 
Entre los fenómenos dañinos que se producen durante el proceso inflamatorio se 
encuentran la desnaturalización de proteínas de membrana y la lisis de los glóbulos 
rojos y de los lisosomas por el ambiente hipotónico que se genera en el medio 
extracelular del tejido afectado por la acumulación de fluidos. Adicionalmente, se cree 
que la generación de autoantígenos durante la inflamación puede ser desencadenada por 
estos procesos. Por lo tanto, la estabilización de la membrana lisosomal resulta 
importante para limitar la respuesta inflamatoria al prevenir la liberación de las enzimas 
lisosomales que dañan el tejido afectado y exacerban la respuesta inflamatoria. Los 
antiinflamatorios comerciales normalmente ejercen su acción estabilizando la 
membrana de los lisosomas o bien evitando la liberación de estas enzimas (Ghumre y 
col., 2017).  
Puesto que la membrana de los glóbulos rojos es similar a la membrana 
lisosomal, es posible determinar la capacidad estabilizadora de una muestra al evaluar 
su capacidad para evitar la hemólisis de los glóbulos rojos en condiciones hipotónicas. 
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Esta capacidad estabilizadora es cuantificada espectrofotométricamente a 550 nm en 
función de la cantidad de hemoglobina presente en el sobrenadante luego de la 
incubación y posterior centrifugación de una suspensión de glóbulos rojos en presencia 
de la muestra a evaluar. 
Para evaluar la capacidad estabilizadora de los extractos se utilizó la técnica 
descrita por Rajakumar y Anandhan (2011) con algunas modificaciones. La sangre fue 
recolectada de voluntarios sanos y mezclada con igual volumen de solución de Alsever 
estéril (2% dextrosa, 0,8% citrato de sodio, 0,05% de ácido cítrico y 0,42% de cloruro 
de sodio en agua). La mezcla se centrifugó y los glóbulos rojos se lavaron con solución 
salina isotónica (NaCl 0,85%, pH 7,5). Posteriormente, se preparó una suspensión de 
glóbulos rojos al 10% (v/v) en solución salina isotónica (HRBC). Ésta se guardó a 4°C 
hasta su utilización. 
 En la mezcla de reacción se emplearon buffer fosfato de sodio (0,15M, pH 7,4), 
la suspensión de glóbulos rojos (HRBC), distintas concentraciones de los extractos a 
ensayar y agua desmineralizada para un volumen final de 1,5 ml. Para el control del 
100% de hemólisis se reemplazó el extracto por igual volumen de DMSO. Como 
control positivo se utilizó indometacina (0,1; 0,2; 0,4 y 1,5 mg/ml) y dexametasona 
(0,1; 0,2 y 0,4 mg/ml). 
 La mezcla de reacción se incubó a 37°C durante 30 min, se centrifugó y la 
absorbancia se midió a 550 nm (Absorbance Microplate Reader ELx808TM). 
 El porcentaje de protección se calculó empleando la siguiente fórmula: 
 
 
Siendo A control la absorbancia del control sin extracto y una cantidad 
equivalente de DMSO, y A muestra la absorbancia en presencia del extracto.  
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7.2.2. Líneas celulares continuas 
El estudio de la capacidad de los extractos para inhibir la actividad y la 
expresión de algunas enzimas proinflamatorias se emplearon macrófagos RAW 264.7, 
las cuales se obtuvieron de la European Collection of Cell Cultures, (ECACC, 
Salisbury, Inglaterra). Los macrófagos se mantuvieron en medio Dulbecco's modified 
Eagle medium (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de 
antibióticos (Estreptomicina 100 μg/ml y penicilina 100 U/ml) a 37°C en atmósfera 
controlada con 5% de CO2 y 95% de humedad. Para su mantenimiento, al alcanzar una 
confluencia de 80-90%, las células se transfirieron a un nuevo frasco en una proporción 
de 1:3 o 1:6, mediante raspado y agregado de medio fresco. 
 
7.2.2.1. Ensayos de citotoxicidad 
 Para la determinación de la viabilidad celular se empleó la técnica descripta por 
Mosmann (1983), que se basa en la reducción por parte de los macrófagos del 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-bromuro de tetrazolio (MTT), de color amarillo, a una sal 
de formazán de coloración azul. 
 Para este ensayo, las células RAW 264.7 se sembraron en una microplaca de 96 
pocillos hasta una densidad final de 2 × 105 células por pocillo, y se incubaron a 37°C 
durante 24 h en atmósfera controlada con 5% de CO2 y 95% de humedad. 
Posteriormente, se agregaron distintas concentraciones de los diferentes extractos (0-
200 µg/ml). Luego de incubar por 24 h en las mismas condiciones, se extrajo el medio y 
se adicionaron a las células adheridas en el pocillo 100 µl de MTT (0.5 mg/ml en buffer 
fosfato salino (PBS)). La absorbancia se midió a 490 nm con un lector de microplacas 
(Labsystems Multiskan MCC/340, Labsystems, Helsinki, Finland). El porcentaje de 
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viabilidad celular se determinó con respecto al grupo control sin extracto (100% de 
viabilidad). 
 
7.2.2.2. Inhibición de la producción de NO 
 En una microplaca de 96 pocillos se inocularon 2 × 105 células RAW 264.7, y se 
incubaron 2 h a 37°C en atmósfera controlada con 5% de CO2 y 95% de humedad. 
Posteriormente, las células fueron estimuladas con 1 μg/ml de lipopolisacárido (LPS), 
en presencia y ausencia de los extractos. Como control positivo se utilizó dexametasona 
(10 µM, 3,92 µg/ml), mientras que el DMSO se usó como control negativo, 
manteniéndose su concentración final en un 0,1% en todos los ensayos (Aquila y col., 
2009; Paoletti y col., 2009; Wu y col., 2013). En estas condiciones, las células se 
incubaron durante 20 h a 37°C en atmósfera controlada con 5% de CO2 y 95% de 
humedad. Al cabo de este tiempo, se determinó la cantidad de NO producido usando el 
reactivo de Griess como agente revelador. Para ello, 100 µl de reactivo de Griess se 
adicionaron a 100 µl de sobrenadante, y se determinó espectrofotométricamente la 
cantidad de cromógeno generado a 540 nm (Microplate Reader Thermo Scientific 
Multiskan GO) (Granger y col., 1996). 
  El porcentaje de inhibición de los extractos sobre la iNOS se calculó con 
respecto al control, según la siguiente fórmula: 
 
 
Siendo A control la absorbancia del control de 100% de producción de nitritos 
en ausencia del extracto y en presencia de una cantidad equivalente de DMSO, y A 
muestra es la absorbancia en presencia del extracto. La concentración que inhibe la 
producción de nitritos en un 50% se determinó a partir de curvas de regresión. 
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7.2.2.3. Inhibición de la expresión de la iNOS y la COX-2  
  La determinación del nivel de expresión de las enzimas iNOS y COX-2 se 
realizó mediante Western blot. En una microplaca de 96 pocillos se incubaron durante 
20 h, 2 × 106 células RAW 264.7 en presencia y ausencia de LPS (1,0 µg/ml), y en 
presencia o ausencia de los extractos (200 µg/ml) o dexametasona (10 µM). 
Posteriormente, las células se lavaron dos veces con buffer PBS a 0°C y se lisaron en 
hielo con buffer Laemmli. El extracto celular se obtuvo por centrifugación a 14000 xg a 
4°C durante 10 min. Las proteínas se separaron por electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas 
de polivinilo (PVDF). Inmediatamente, las membranas se bloquearon a temperatura 
ambiente durante 1 h con una solución de leche descremada en polvo al 5% (en PBS).  
Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con 
anticuerpos policlonales anti-iNOS (1:4000), anti-COX-2 (1:8000) o β-actina (1:10000). 
Finalmente, éstas se pusieron en contacto durante una hora a temperatura ambiente con 
anticuerpos IgG anti-conejo para iNOS y COX-2, conjugados con enzima peroxidasa de 
cabra. Luego de lavar las membranas tres veces con buffer PBS con 0,05% de Tween 20 
(10 min), las bandas se visualizaron mediante revelado por quimioluminiscencia 
(InmobilonTM Western HRP Substrate, Millipore, Billerica, MA, USA) de acuerdo con 
las indicaciones del productor. Como marcado de peso molecular se emplearon 
marcadores proteicos pre-marcados.  
Las bandas se visualizaron con un LAS 3000 mini system (Fujifilm, Tokyo, 
Japan). La cuantificación de la cantidad de COX-2 e iNOS producida se llevó a cabo 
según lo descripto por Fallarini y col. (2009). La β-actina (proteína constitutiva) se 
utilizó como referencia. 
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7.2.3. Cultivos celulares primarios 
 El screening de actividad antiinflamatoria de los extractos hidroalcohólico de 
todas las especies vegetales estudiadas se llevó a cabo con líneas celulares (macrófagos 
RAW 264.7) debido a su practicidad, disponibilidad y bajos costos. Sin embargo, como 
se ha demostrado que existen diferencias no sólo entre las líneas celulares primarias y 
los cultivos celulares (líneas inmortalizadas), sino entre macrófagos en diferentes 
estados de diferenciación, es recomendable llevar a cabo los estudios en diferentes 
líneas para asegurar la fidelidad de los resultados (Chamberlain y col., 2009). Debido a 
la cantidad de animales necesarios para llevar a cabo el ensayo con líneas primarias, el 
mismo se utilizó sólo para evaluar el potencial antiinflamatorio de los extractos de las 
especies vegetales más activas y sus mezclas. 
   
7.2.3.1. Ratones 
 Los ratones C57/BL6 se obtuvieron de la Comisión Nacional de Energía 
Atómica (CNEA; Buenos Aires, Argentina) y se criaron de a cuerdo a las indicaciones 
institucionales. Todos los experimentos con animales fueron examinados y aprobados 
por el Comité Institucional de Animales de Experimentación de la Facultad de Ciencias 
Químicas, de la Universidad Nacional de Córdoba (Autorización Nº2016-213). Dicho 
comité sigue los lineamientos para el cuidado de animales establecidos en la “Guide to 
the care and use of experimental animals” (Canadian Council on Animal Care, 1993) y 
del “Institutional Animal Care and Use Committee Guidebook” (ARENA/OLAW 
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7.2.3.2. Obtención de macrófagos derivados de médula ósea 
 Luego de sacrificar los animales, se extrajeron las extremidades libres de piel en 
un flujo laminar y se colocaron en buffer PBS en baño de hielo. Posteriormente, se 
eliminaron los músculos de las extremidades a fin de exponer los huesos. Los 
macrófagos se obtuvieron inyectando en el fémur y tibia medio Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) 1640 frío con 40 µg/ml de gentamicina de acuerdo al procedimiento 
descrito por Zhang y col. (2008). Las células madres presentes en la médula ósea se 
incubaron durante 4 días en cápsulas de Petri bacteriológicas de 100 mm con medio 
RPMI 1640 suplementado con SFB al 10%, 40 µg/ml gentamicina, 2 mM de L-
glutamina y sobrenadante de células L929 (Weischenfeldt y Porse, 2008). Al sexto día, 
los macrófagos de médula ósea ya diferenciados se recolectaron y se analizaron por 
citometría de flujo. En este análisis se observó una alta pureza de macrófagos, los cuales 
representaron entre el 95 y 99% de las células CD11b+F4/80+. 
 
7.2.3.3. Ensayo de citotoxicidad 
 Los macrófagos obtenidos de la médula ósea se inocularon en una microplaca de 
96 pocillos (5 x 105 células/pocillo). Posteriormente, las células fueron estimuladas con 
LPS (Escherichia coli 0111:B4, 1 g/ml) e INF-ɣ recombinante de ratón (100 ng/ml), 
en presencia de diferentes concentraciones de los extractos de las especies vegetales 
más activas y su mezclas (50-200 µg DW/ml), o de DMSO (control de solvente). Las 
células estimuladas se incubaron por 24 h a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% de 
CO2 y 95% de humedad. Posteriormente, se determinó espectrofotométricamente la 
viabilidad celular por detección de la actividad de la lactato deshidrogenasa celular a 
340 nm usando un kit LDH-P unitest (Wiener lab) de acuerdo a la instrucciones del 
fabricante.  
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7.2.3.4. Inhibición de la producción de NO 
 Los macrófagos de ratón se inocularon en microplacas de 96 pocillos (5 x 105 
células/pocillo) y se incubaron por 1 h a 37ºC en atmósfera controlada con 5% de CO2 y 
95% de humedad. Posteriormente, se estimularon con LPS (E. coli 0111:B4, 1 g/mL) e 
INF-ɣ recombinante de ratón (100 ng/ml) en presencia de los extractos de las mezclas y 
las plantas individuales (50-200 µg/ml) o solvente (DMSO en una concentración final 
de 0,1%). Los macrófagos estimulados se incubaron durante 24 h a 37ºC en estufa 
gaseada con 5% de CO2 y 95% de humedad.  
Para determinar la capacidad de los extractos para inhibir la producción de NO, 
100 µl del medio sobrenadante de las células se revelaron con 100 µl de reactivo de 
Griess. El cromóforo generado se midió espectrofotométricamente a 540 nm usando un 
lector de microplacas (BioRad). A fin de cuantificar la cantidad de NO producido, se 
realizó una curva estándar con NaNO2 (µM). El porcentaje de inhibición se calculó por 
comparación de la cantidad de NO producida en las células estimuladas en presencia de 
diferentes concentraciones de los extractos con el nivel producido por las células 
estimuladas en presencia de un volumen equivalente del vehículo (DMSO). 
 
7.2.3.5. Inhibición de la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 
 Macrófagos de ratón (4 x 106 células/pocillo) se inocularon en una microplaca 
de 12 pocillos y se incubaron 24 h a 37ºC en estufa gaseada con 5% de CO2 y 95% de 
humedad. Posteriormente, las células se estimularon con LPS (E. coli 0111:B4, 1 
g/mL) e INF-ɣ recombinante de ratón (100 ng/ml), y se incubaron otras 24 h en 
presencia de los extractos de las especies vegetales más activas y sus mezclas (0-200 
g/mL). Al cabo de este tiempo, los macrófagos fueron lavados dos veces con buffer 
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PBS frío y se lisaron empleando buffer para radioinmunoprecipitación (RIPA) (Triton 
X-100 1% (v/v), desoxicolato de sodio 0.5% (p/v), dodecil sulfato de sodio 0.1% (SDS) 
y un coctel de inhibidores de proteasas).  
El extracto de células se obtuvo por centrifugación a 13,000 ×g a 4°C durante 10 
min. Alicuotas de los lisados de células se diluyeron usando buffer de muestra con SDS 
y se calentaron a 100ºC durante 3 min. Posteriormente, se sembraron 40-50 µg de 
proteína por calle y se separaron por SDS-PAGE durante 1 h a 150 V.  
La transferencia a membranas de nitrocelulosa se realizó durante 1 h a 100 V. 
Patrones de peso molecular conocido y previamente marcados se emplearon para 
determinar el peso molecular de las proteínas. Para el revelado, las membranas de 
nitrocelulosa se bloquearon usando una solución al 5% (p/v) de leche descremada en 
polvo disuelta en buffer TBS-tween 0,1%, y se incubaron toda la noche a 4ºC en 
presencia de anti-iNOS de conejo (1:5000) o anti-β-actina de ratón (1:5000).  
Posteriormente, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios anti-
conejo (IRDye® 680RD Donkey anti-Rabbit) y anti-ratón (IRDye® 680RD Donkey 
anti-Mouse IgG) durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Las bandas se 
detectaron usando un Odyssey CLx Infrared Imaging System (Li-Cor, Nebraska, USA) 
con una excitación de 780 nm y una emisión de 820 nm. La intensidad de las bandas se 
cuantificó usando los programas ImageJ e Image Studio versión 4.0 (Li-Cor, Nebraska, 
USA), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
La cantidad de iNOS sintetizada se determinó en función del cociente entre la 
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8. Capacidad antioxidante 
8.1. Capacidad antioxidante en sistemas libres de células 
 Durante el proceso inflamatorio se produce un desbalance en los sistemas de 
óxido reducción del organismo debido al aumento del metabolismo celular en el tejido 
afectado y a la actividad de las diversas enzimas proinflamatorias. Este aumento de la 
cantidad de especies oxidantes genera un estrés oxidativo que lleva a un aumento del 
daño en el tejido afectado e induce la expresión de genes de varias enzimas 
proinflamatorias, exacerbando, a su vez, la respuesta inflamatoria (Charlier and 
Michaux, 2003; Pisoschia and Pop, 2015). Los ensayos in vitro constituyen un conjunto 
de técnicas de uso generalizado para determinar el potencial antioxidante de un gran 
número de muestras debido a su rapidez, sensibilidad, reproductibilidad y bajos costos.  
 
8.1.1. Capacidad reductora del Fe3+ 
 La capacidad de las especies vegetales para reducir el Fe (III) a Fe (II) se 
determinó espectrofotométricamente de acuerdo a la técnica descrita por Oyaizu (1986). 
Esta técnica se basa en la reducción del ferricianuro de potasio (Fe3+) a ferrocianuro de 
potasio (Fe2+), el cual reacciona según la siguiente reacción con el cloruro férrico para 
formar azul de Prusia, que es detectado espectrofotométricamente a 700 nm: 
Para este ensayo se mezcló una solución de ferrocianuro de potasio al 1% (416 
µl) con diferentes concentraciones de extractos, y se adicionó buffer fosfato (0,1 M, pH 
6,3) hasta alcanzar un volumen final de 1 ml. La mezcla de reacción se incubó a 50°C 
durante 20 min. Al cabo de este tiempo se adicionaron 416 µl de ácido tricloroacético al 
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10%, y se centrifugó a 650 xg durante 10 min. Una alicuota del sobrenadante (416 µl) se 
mezcló con 416 µl de agua destilada y 83 µl de FeCl3 0,1 %. La mezcla se incubó 
durante 10 min a temperatura ambiente y se midió la absorbancia a 700 nm usando un 
espectrofotómetro Spectronic Unicam (Genesys).  
 Los valores de absorbancia se emplearon para determinar la concentración 
necesaria para reducir el 50% del Fe3+ (RC50), expresada en microgramos de peso seco 
por mililitro (µg/ml). Los cálculos se realizaron en función del análisis de regresión 
(D’Almeida y col., 2013). Como controles positivos se emplearon el ácido ascórbico (2-
16 µg/ml) y ácido gálico (0,4-3,5 µg/ml). 
 
8.1.2. Capacidad quelante de metales 
La capacidad de los extractos para quelar los iones Fe2+ se determinó con el 
método de Dinis y col. (1994). Esta técnica se basa en la formación de complejos 
coloreados de Fe2+ cuya concentración se puede determinar espectofotométricamente. 
Para ello se utiliza un agente acomplejante conocido como ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-
bis(ácido 4-fenilsulfónico)-1,2,4-triazina). Sintetizada originalmente como símil del 
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazina) para determinar niveles de hierro en el agua, 
la ferrozina forma con el Fe2+ un complejo altamente soluble en agua color 
magenta/fucsia, el cual puede ser cuantificado espectrofotométricamente a 562 nm 
(Stookey, 1970). Las moléculas presentes en una muestra que sean capaces de quelar el 
hierro competirán con la ferrozina, resultando en una disminución de la coloración 
(absorbancia) de la reacción (Viollier y col., 2000).  
Para este ensayo se mezclaron 6 µl de FeSO4 2 mM con diferentes 
concentraciones de los extractos (hasta 500 µg/ml) o de Na2EDTA (5-20 µg/ml), 
empleado como control positivo, y agua ultrapura hasta un volumen final de 143 µl. La 
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reacción se inició mediante la adición de 7 µl de una solución 5 mM de ferrozina. La 
mezcla de reacción se agitó y se dejó reaccionar durante 10 min a temperatura ambiente. 
La absorbancia se midió a 562 nm (Microplate Reader Thermo Scientific Multiskan 
GO). El porcentaje de inhibición de la formación del complejo ferrozina-Fe2+ se calculó 
empleando la siguiente formula: 
% Inhibición = 100 - [(A0 – As)/A0] x100; 
Siendo A0 la absorbancia del control sin extracto y una cantidad equivalente de 
DMSO, y As la absorbancia en presencia del extracto. La capacidad quelante de una 
muestra, expresada en función del porcentaje de inhibición de la formación del 
complejo ferrozina/Fe2+, se calcula a partir del análisis de regresión. 
 
8.1.3. Capacidad depuradora del radical catión ABTS 
El ensayo para determinar la capacidad de los extractos para depurar el radical 
catión ácido 2,2′-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS˙+) se llevó a cabo 
de acuerdo al método descrito por Re y col. (1999). Este ensayo se basa en la 
decoloración del radical ABTS˙+ por un agente antioxidante. El ABTS es una molécula 
altamente soluble en agua con máximos de absorción a 414, 645, 734 y 815 nm. En 
presencia de persulfato de potasio forma un radical catión de coloración azul verdosa, el 
cual puede ser reducido en presencia de antioxidantes que ejerzan su acción por 
donación de hidrógenos (Kumar, 2016).  
El tiempo y grado de reducción del ABTS·+ dependerá de la actividad del agente 
antioxidante, de su concentración y de la duración de la reacción (Kumar, 2016). Este 
ensayo es ampliamente utilizado debido a su reproductibilidad y sensibilidad, además de 
que permite ensayar un gran número de muestras de variable solubilidad en agua en 
poco tiempo. 
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El radical ABTS·+ se generó en oscuridad durante 12-16 h, mediante la adición 
de persulfato de potasio (2,5 mM, concentración final) a una solución acuosa 7 mM de 
ABTS. La absorbancia se ajustó a 0,7 a 750 nm. 100 µl de esta solución de ABTS·+ se 
adicionaron a diferentes concentraciones de los extractos de las especies vegetales (25-
75 µg/ml) y de las mezclas (10-25 µg/ml) hasta un volumen final de 200 µl. La 
absorbancia se midió a 750 nm (Absorbance Microplate Reader ELx808TM) cada 
minuto durante 6 min. El porcentaje de depuración se calculó a los 6 min de reacción 
utilizando la siguiente formula:  
% Depuración = 100 - [(A0 – As)/A0] x100; 
 Siendo A0 la absorbancia del control sin extracto y una cantidad equivalente de 
DMSO, y As la absorbancia en presencia del extracto. Mediante la curva de regresión se 
calculó la CD50 (concentración de los extractos, en microgramos de peso seco por 
mililitro (µg/ml) necesaria para depurar el 50% del radical ABTS). Como controles 
positivos se emplearon quercetina (7-25 µg/ml) y ácido ascórbico (0,3-3 µg/ml). 
 
8.1.4. Capacidad depuradora del peróxido de hidrógeno (H2O2) 
El estudio de la capacidad de los extractos de las plantas individuales y sus 
mezclas para depurar el peróxido de hidrógeno se llevó a cabo de acuerdo a la técnica 
descrita por Chamira Dilanka y Preethi (2015). En este ensayo, el peróxido de 
hidrógeno reacciona con el fenol y 4-aminoantipirina en presencia de peroxidasa de 
rábano picante para producir una quinoneimina rosada que es detectada 
espectrofotométricamente a 504 nm (Fig. 26). Los compuestos capaces de depurar el 
H2O2 ocasionarán una disminución de la coloración obtenida por disminución de la 
cantidad de cromóforo generada. 
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Figura 26. Reacción de formación de quinoneimina a partir del peróxido de hidrógeno, fenol y 
4-aminoantipirina en presencia de peroxidasa de rábano picante. 
 
Para este ensayo se hicieron reaccionar durante 3 min a 37ºC diferentes 
concentraciones de los extractos (30-400 µg/ml) con 40 µl de H2O2 0,7 mM y buffer 
fosfato de sodio (84 mM, pH 7) hasta un volumen final de 162,5 µl. Posteriormente, se 
adicionaron 87,5 µl de fenol 12 mM, 25 µl de 4-aminoantipiridina 203,24 g/mol y 10 µl 
de peroxidasa extraída de rábano picante (1 U/ml). La mezcla de reacción se incubó 30 
min a 37ºC y la absorbancia se midió a 504 nm (Microplate Reader Multiskan GO, 
Thermo Scientific). Mediante curvas de regresión se calculó la concentración necesaria 
para depurar el 50% de los radicales peróxido (SC50), expresada en microgramos de 
peso seco por mililitro (µg/ml). Como controles positivos se emplearon quercetina (10-
120 µg/ml) y ácido ascórbico (10-120 µg/ml). 
 
 8.1.5. Capacidad depuradora del óxido nítrico 
 A fin de determinar la capacidad de los extractos de depurar el óxido nítrico se 
empleó el método descrito por Kumaran y Karunakaran (2007). Esta técnica utiliza 
como agente generador de óxido nítrico (NO) el nitroprusiato de sodio, el cual libera 
este compuesto por descomposición fotolítica en condiciones fisiológicas (pH 7,2 
aproximadamente).  
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Figura 27. Detección del óxido nítrico por medio de la Reacción de Griess (Stamler y col., 
1992). 
 
En las condiciones aeróbicas de la reacción, el NO reacciona con el oxígeno para 
formar dos compuestos más estables: nitratos y nitritos. Éstos, a su vez, reaccionan con 
el N-1-naftiletildiamina del reactivo de Griess para dar un complejo azo de color rosa 
que se tiene un máximo de absorción a 550 nm (Fig. 27) (Alam y col., 2013). En las 
condiciones de la reacción, los nitritos y nitratos serán depurados por diversas 
moléculas antioxidantes, ocasionando una disminución de la coloración que puede ser 
medida espectrofotométricamente a 550 nm. 
Diferentes concentraciones de los extractos de las especies vegetales (100-400 
µg/ml) y las mezclas (50–200 μg /ml) adicionadas a los pocillos de una microplaca de 
base plana se hicieron reaccionar con 30 µl de nitroprusiato de sodio 10 mM y buffer 
fosfato (0,1 M; pH 7,5) para un volumen final de 150 µl. La mezcla de reacción se 
incubó durante 1 h en presencia de luz a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
adicionaron 150 µl de reactivo de Griess y se incubó durante 15 min a temperatura 
ambiente en oscuridad. La absorbancia del cromóforo formado se determinó a 550 nm 
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(Microplate Reader Multiskan GO, Thermo Scientific). El ácido ascórbico (10-100 
µg/ml) se utilizó como control positivo. 
El porcentaje de depuración se calculó a los 6 min de reacción utilizando la 
siguiente formula:  
% Depuración = 100 - [(A0 – As)/A0] x100; 
 Siendo A0 la absorbancia del control sin extracto y una cantidad equivalente de 
DMSO, y As la absorbancia en presencia del extracto. 
 
8.2. Actividad antioxidante en sistemas celulares 
8.2.1. Inhibición de la hemólisis oxidativa 
 La técnica descrita por Mendes y col. (2011) se empleó para determinar la 
capacidad de los extractos y las combinaciones binarias y ternarias para inhibir la 
hemólisis oxidativa de los glóbulos rojos. Para este ensayo se emplea el AAPH 
(dihidrocloruro de 2,2'-azobis-2-amidinopropano) como generador estable de radicales 
según la siguiente reacción:  
AAPH + O2 → 2ROO• + N2 
 Estos radicales actuarán a nivel de la membrana plasmática y el citoplasma de 
los glóbulos rojos generando un estrés oxidativo que llevará a la hemólisis de los 
glóbulos rojos, con la consecuente liberación de hemoglobina, la cual se mide 
espectrofotométricamente a 545 nm. Este ensayo permite evaluar el potencial de un 
compuesto o un extracto de ejercer un efecto antioxidante tanto a nivel de membrana 
como en el citoplasma, sin enfocarse únicamente en su acción como agente antioxidante 
(Blasa y col., 2011; López-Alarcón y Denicola, 2013).  
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Adicionalmente, los glóbulos rojos como modelo celular de estudio resultan 
altamente atractivos debido a que son células baratas y de fácil acceso, cuya carencia de 
núcleo y mitocondrias elimina la interferencia debido a la transcripción de genes 
ocasionada por al estrés oxidativo, y a la generación intracelular de especies reactivas 
del oxígeno (EROs), respectivamente. Así, este modelo tendrá en cuenta la 
permeabilidad de los compuestos en la membrana plasmática y su interacción con el 
sistema antioxidante de la célula, sin involucrar los mecanismos de regulación de la 
expresión de genes (López-Alarcóna y Denicola, 2013). 
Para la preparación de la suspensión de glóbulos rojos, la sangre fue recolectada 
de voluntarios sanos y mezclada con igual volumen de buffer PBS. La mezcla se 
centrifugó a 4000 rpm durante 3 min y el precipitado (glóbulos rojos) se lavó con buffer 
PBS hasta sobrenadante claro. Los glóbulos rojos lavados se utilizaron para hacer una 
suspensión al 5% (v/v) con buffer PBS, la cual se guardó a 4°C hasta su utilización. 
Distintas concentraciones de extracto y sus combinaciones (1,5-6,0 µg/ml) se 
mezclaron con 700 µl de la suspensión de glóbulos rojos y 682 µl de una solución 200 
mM de AAPH previamente activada a 40°C durante 10 min. La mezcla de reacción se 
incubó a 37°C durante 75 min, y luego se centrifugó a 4000 rpm durante 3 min. La 
absorbancia del sobrenadante se evaluó espectrofotométricamente a 545 nm (Thermo 
Spectronic Unican Genesys 10 UV). El porcentaje de inhibición se determinó utilizando 
la siguiente formula:  
% Depuración = 100 - [(A0 – As)/A0] x100; 
 Siendo A0 la absorbancia del control sin extracto, y As la absorbancia en 
presencia del extracto. Mediante la curva de regresión se calculó la CI50 (concentración 
de los extractos, en microgramos de peso seco por mililitros (µg/ml), necesaria para 
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inhibir en un 50% la hemólisis oxidativa de los glóbulos rojos). Como controles 
positivos se emplearon el antioxidante comercial butilhidroxitolueno (BHT) (0,25-4 
µg/mL) y quercetina (0,25-4 µg/mL). 
 
8.2.2. Depuración de especies reactivas del oxígeno (EROs) 
 La detección de los niveles de EROs producidos por macrófagos en respuesta a 
un estímulo externo (LPS e INF-ɣ) se realizó por citometría de flujo según lo descrito 
por Stempin y col. (2016). En los macrófagos, la estimulación con LPS genera un 
aumento del metabolismo celular que se refleja en una sobreproducción de EROs por 
activación del sistema NADPH-oxidasa; el cual, a su vez, desencadena la expresión de 
diversos genes proinflamatorio al activar el sistema de señalización celular del NF-κβ 
(Choi y col., 2007).  
Para la detección y cuantificación de la cantidad de EROs producido bajo estas 
condiciones se empleó como agente colorante el diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), una molécula no fluorescente que en presencia 
de agentes oxidantes como los EROs genera un compuesto oxidado que presenta 
fluorescencia verde. Este compuesto fluorescente queda atrapado en el citoplasma 
celular y puede ser detectado por citometría de flujo, permitiendo recolectar 
información sobre viabilidad celular y el porcentaje de células productoras de diferentes 
niveles de EROs (Wu y Yotnda, 2011). 
Como sistema celular para evaluar la capacidad de los extractos para depurar 
EROs se emplearon macrófagos obtenidos a partir de médula ósea de ratón C57/BL6. 
Los mismos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.5.2.3.2., y se 
realizaron los correspondientes ensayos de citotoxicidad según el apartado 4.5.2.3.3., 
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mientras que los ensayos de depuración de EROs se llevaron a cabo según la técnica 
descrita por Stempin y col. (2016) con algunas modificaciones.  
Los macrófagos se inocularon en una microplaca de 12 pocillos (4 x 106 
células/pocillo) y se incubaron por 24 h a 37ºC en estufa gaseada con 5% de CO2 y 95% 
de humedad. Al cabo de este tiempo, las células fueron estimuladas con LPS (E. coli 
0111:B4, 1 g/ml) e INF-ɣ recombinante de ratón (100 ng/ml) en presencia y ausencia 
de los extractos de las especies vegetales y sus mezclas (0–200 μg/ml).  
Luego de 24 h de incubación a 37ºC en estufa gaseada con 5% de CO2, los 
macrófagos fueron lavados con PBS-SFB 1% y se centrifugaron durante 5 min a 2000 
rpm. Las células se resuspendieron con una solución de diacetato de H2DCFDA y se 
dejaron reaccionar durante 20 min. Esta fluoresceína, al oxidarse en presencia de los 
EROs en el interior celular, se convierte en 2',7'-diclorofluoresceína (DCF), altamente 
fluorescente, la cual es detectada por citometría de flujo. Al finalizar el tiempo de 
incubación, las células se lavaron con PBS-SFB 1% y se procesaron por citometría de 
flujo con un sistema de clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS, 
según sus siglas en inglés) (FACS Canto II, BD Biosciences). Los resultados fueron 
analizados con el programa FlowJo (versión 7.6.2). 
 
9. Evaluación de la toxicidad 
 La concepción popular sobre las hierbas medicinales es que, debido a su 
naturaleza, su consumo es seguro y está exento de efectos nocivos para la salud. Sin 
embargo, estudios han demostrado cierta toxicidad a determinadas concentraciones en 
plantas medicinales de amplio uso en el mundo. Es por esto que las reglamentaciones 
vigentes sobre plantas medicinales y sus formulados exigen que se lleven a cabo 
ensayos de toxicidad que demuestren su inocuidad. Puesto que las tendencias actuales 
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apuntan a la reducción del número de animales empleados en los ensayos preclínicos, 
como reemplazo por prácticas más éticas y menos dañinas, para este trabajo se ensayó 
la toxicidad de las muestras a tres niveles celulares: en células procariotas (Test de 
Ames), eucariotas (glóbulos rojos), y en un organismo complejo (Artemia salina). 
 
9.1. Ensayo de citotoxicidad 
Para determinar la citotoxicidad de los extractos se empleó el método de Ahmad 
y Aquil (2007) con algunas modificaciones. Este ensayo se basa en la determinación 
espectrofotométrica de la cantidad de hemoglobina presente en el sobrenadante luego la 
centrifugación de una suspensión de glóbulos rojos que fue expuesta a diferentes 
concentraciones de las muestras. Los glóbulos rojos constituyen un modelo atractivo 
para la evaluación de la citotoxicidad debido a su alta disponibilidad, bajos costos y la 
facilidad con que puede ser monitoreada su ruptura en función de la cantidad de 
hemoglobina liberada (Ahmad y col., 2011). 
 La sangre fue recolectada de voluntarios sanos y mezclada con igual volumen de 
solución de Alsever estéril (dextrosa 2%, citrato de sodio 0,8%, ácido cítrico 0,05% y 
cloruro de sodio 0,42% en agua). La mezcla se centrifugó y los glóbulos rojos se 
lavaron con una solución salina isotónica (NaCl 0,85%, pH 7,5) hasta sobrenadante 
incoloro. Los glóbulos rojos lavados se utilizaron para preparar una suspensión al 10% 
(v/v) con solución salina isotónica (HRBC), la cual se guardó a 4°C hasta su utilización. 
 En la mezcla de reacción se empleó buffer fosfato de sodio (0,15 M, pH 7,4), la 
suspensión de glóbulos rojos (HRBC), distintas concentraciones de los extractos de las 
especies vegetales y las mezclas (200-700 µg/ml) a ensayar y solución salina isotónica 
(NaCl 0,85%, pH 7,5) para un volumen final de 1,5 ml. La mezcla de reacción se incubó 
a 37°C durante 30 min, se centrifugó a 3000 rpm durante 1 min, y la cantidad de 
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hemoglobina en el sobrenadante se determinó espectrofotométricamente a 550 nm 
(Absorbance Microplate Reader ELx808TM). El porcentaje de hemólisis se determinó 
mediante la siguiente fórmula: 
% hemólisis = [(A0 – As)/A0] x100; 
Siendo A0 la absorbancia del control sin extracto y una cantidad equivalente de 
DMSO, y As la absorbancia en presencia del extracto. Para el control del 0% de 
hemólisis se reemplazaron los extractos por volúmenes equivalentes de DMSO. 
Asimismo, se realizó un control de 100% de hemólisis, en el cual se reemplazó la 
solución salina por agua desmineralizada en presencia de volúmenes equivalentes de 
DMSO. Como control positivo se utilizó Triton X-100 (80-125 µg/ml). 
 
9.2. Ensayo de mutagenicidad 
Los ensayos que evalúan los mecanismos específicos que llevan a la aparición 
de procesos carcinogénicos en animales han resultado ser útiles como test iniciales para 
ser incluidos en los marcos regulatorios debido a que han demostrado una buena 
predictibilidad de los resultados en ensayos in vivo a largo plazo. El test de Ames es un 
ensayo ampliamente utilizado para estimar la genotoxicidad y mutagenicidad de 
diversas muestras de carácter químico, alimentario, farmacéutico, entre otras (Gupta, 
2016). Para este ensayo se emplean cepas de Salmonella typhimurium histidino-
dependientes que presentan diferentes tipos de mutaciones en el operón de la histidina 
como se detalla a continuación (Hengstler y Oesch, 2001).  
 
9.2.1. Cepas bacterianas y control del genotipo 
La conservación de las cepas de Salmonella typhimurium TA98 (detecta 
mutaciones por corrimiento del marco de lectura) y TA100 (detecta mutaciones por 
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substitución de pares de bases) se llevó a cabo siguiendo la metodología descripta por 
Maron y Ames (1983). Adicionalmente, se realizó un control rutinario del genotipo de 
las cepas a utilizar en el ensayo de genotoxicidad. Para ello se llevaron a cabo pruebas 
de requerimiento de histidina (his-) y biotina (bio-), mayor permeabilidad (mutación 
rfa), sensibilidad a la luz ultravioleta (UVB) y la evaluación de la presencia del factor R, 
que confiere resistencia a ampicilina (plásmido pKM101) (Maron y Ames, 1983). 
 
9.2.2. Toxicidad sobre Salmonella typhimurium 
Los ensayos para determinar el efecto tóxico de los extractos sobre cepas de S. 
typhimurium se llevaron a cabo con y sin activación metabólica (500 µl de la fracción 
microsomal S9, obtenida a partir de hígado de rata tratado con bifenilos policlorados). 
Distintas concentraciones de los extractos hidroalcohólicos de E. multiflora, P. lucida y 
T. absinthioides, y sus combinaciones (250-1000 μg PS/placa), se pusieron en contacto 
con 100 µl de S. typhimurium TA98 o TA100 en fase estacionaria de crecimiento (1-2 x 
109 células/ml), 500 µl de buffer fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). La mezcla preparada 
se vertió sobre la superficie de una placa con agar nutritivo (agar Muller-Hinton) y se 
incubaron a 37°C durante 48 h (sin activación metabólica) o 72 h (con activación 
metabólica) (Yen y col., 2001). A partir de este ensayo se seleccionaron las 
concentraciones de los extractos que no afectaron la viabilidad de las cepas bacterianas 
para realizar los estudios de genotoxicidad. 
 
9.2.3. Test de Ames 
Las cepas de S. typhimurium fueron preincubadas en caldo nutritivo Oxoid N°2 a 
37°C durante 12-14 h, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. Los extractos 
de las especies vegetales más activas y sus combinaciones se disolvieron en DMSO y 
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diferentes concentraciones (250-1000 μg PS/placa) se adicionaron a 2 ml de agar 
cobertura (agar (6 mg/ml) y cloruro de sodio (5 mg/ml)) suplementado con L-histidina 
(0,5 mM) y D-biotina (0,5 mM). Posteriormente, se inocularon 100 μl de la suspensión 
bacteriana en fase estacionaria, y la mezcla se vertió sobre la superficie de una placa de 
Petri con medio agar mínimo (sin histidina) (para 1000 ml de medio: Agar (15 g), 
sulfato de magnesio (0,2 g), citrato de sodio (1 g), sulfato de amonio (2 g), fosfato 
monobásico de potasio (6 g), fosfato dibásico de potasio (14 g), glucosa (5g)). Las 
placas se incubaron a 37°C durante 48 h (sin activación metabólica) o 72 h (con 
activación metabólica). Al cabo de ese tiempo, se realizó el recuento de las colonias 
revertantes his+.  
A fin de establecer las características de reversión de las cepas, se realizaron los 
correspondientes controles positivos, para ello se utilizó un mutágeno directo, el 4-nitro-
O-fenilendiamina (NPD), a una concentración de 20 μg/placa, para los ensayos sin 
activación metabólica, y el mutágeno indirecto 2-aminofluoreno (10 μg/placa), para los 
ensayos con activación metabólica (Maron y Ames, 1983). Asimismo, se realizó un 
control negativo con DMSO a fin de determinar el número de colonias que revierten en 
forma espontánea.  
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado en dos experiencias 
separadas. Los resultados se expresaron en función de la relación de mutagenicidad 
(RM), definida como la razón entre el número de revertantes en los ensayos en 
presencia de extracto y el número de revertantes espontáneos obtenidos a partir de las 
placas control (DMSO). 
RM= Nº de revertantes muestra /Nº de revertantes espontáneos 
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Una muestra es considerada mutagénica cuando el número de colonias 
revertantes por placa es por lo menos dos veces superior a las del control negativo, o 
cuando el valor de RM es mayor o igual a 2. 
 
9.3. Ensayo de toxicidad aguda 
 Para este ensayo se siguió la técnica descripta por Svensson y col. (2005), 
empleándose larvas de Artemia salina como organismo control. Este ensayo se ha 
convertido en una herramienta útil para la evaluación toxicológica debido a su bajo 
costo y sus bajos requerimientos de tiempo y espacio, lo que posibilita evaluar un gran 
número de muestras y concentraciones al mismo tiempo (Basma Rajeh y col., 2012). 
Los huevos de este crustáceo se consiguen fácilmente debido a que se emplean como 
alimento para peces y mantienen su viabilidad durante años a bajas temperaturas, lo cual 
los convierte en una fuente sencilla y fiable de individuos para llevar a cabo ensayos de 
toxicidad en un organismo complejo. 
 Para obtener las larvas, los huevos de A. salina se incubaron 24 h bajo 
iluminación con una lámpara de 40 W a una distancia aproximada de 30 cm, en un 
recipiente con agua de mar artificial de Dietrich y Kalle (NaCl 23 g/l, MgCl2.6H2O 11 
g/l, Na2SO4 4 g/l, CaCl2.2H2O 1,3 g/l y KCl 0,7 g/l; pH 9 ajustado con Na2CO3). Al 
cabo de este tiempo, los huevos eclosionaron y se transfirieron a una policubeta de 96 
pocillos 10 µl por pocillo de agua de mar artificial conteniendo 10-12 larvas. Cada 
pocillo contiene agua de mar artificial fresca y diferentes concentraciones de las 
especies vegetales y las mezclas (200-1000 µg/ml), hasta un volumen final de 200 µl. 
Posteriormente, se incubó durante 24 h a 25°C y se realizó el conteo del número de 
larvas muertas y vivas con ayuda de una lupa (ARCANO®). Como control positivo se 
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utilizó el dicromato de potasio (10-40 μg/ml). Asimismo se realizó un control de 
solvente con volúmenes equivalentes de DMSO. 
 
10. Estudios de sinergismo 
 El efecto de los extractos de las tres especies vegetales más activas en 
combinación se evaluó en función de su índice de combinación (IC), empleando para 
tal fin el programa CompuSyn (Ver. 1.0), el cual permite cuantificar los niveles de 
sinergismo y antagonismo en base a la ley de acción de masas (Zhao y col., 2004). El IC 
expresa el nivel de interacción de los componentes en la mezcla herbal, y se calcula en 
función de la siguiente fórmula:  
IC = CA,x/CIx,A + CB,x/CIx,B 
Donde CIA,x y CIB,x son las concentraciones de los componentes A y B en 
combinación necesarias para alcanzar un determinado nivel de inhibición o depuración. 
Mientras que CIx,A y CIx,B corresponden a las concentraciones de estos mismos 
componentes necesarias para alcanzar el mismo efecto por sí solos. Por lo general, los 
valores empleados para dicho cálculo corresponde a las concentraciones inhibitorias 50 
o 25 (CI50/CI25). Un IC menor a 1 indica sinergismo, mientras que valores iguales o 
superiores a 1 indican aditivismo y antagonismo, respectivamente. 
 
11. Análisis estadístico 
Los resultados son la media de tres determinaciones ± desviación estándar (DS). 
Se utilizó el software InfoStat (Student version) para determinar el nivel de 
significación (p ≤ 0.05) mediante el análisis de la varianza (ANOVA) aplicando el post-
test de Tukey con nivel de confianza del 95%. 
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CAPÍTULO I 
ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LAS 
ESPECIES VEGETALES 
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I.1. Selección del material de trabajo y rendimiento de extracción 
Las trece especies medicinales fueron seleccionadas entre la medicina folclórica 
de la Puna argentina en función de sus usos para tratar dolencias asociadas a procesos 
inflamatorios (Tabla 1). Para este trabajo se recolectaron las partes aéreas y se 
realizaron los correspondientes extractos hidroalcohólicos según lo detallado en la 
sección de Materiales y Métodos. A partir de los datos obtenidos durante el proceso de 
extracción, se calcularon los rendimientos de extracción para cada especie analizada. En 
la Tabla 5 se pueden observar los rendimientos de extracción de principios solubles en 
etanol 20% obtenidos para las trece especies vegetales estudiadas. Los porcentajes de 
extracción variaron entre 8,23 y 18,5 g/100 g de material vegetal seco, y la cantidad de 
principios solubles extraídos en la solución hidroalcohólica varió entre 4,11 y 9,24 
mg/ml. Los mayores rendimientos se obtuvieron para los géneros Tessaria y 
Parastrephia. 
 
I.2. Perfil fitoquímico de los extractos 
I.2.1. Tamizaje fitoquímico cualitativo 
 Debido a la gran variedad de sustancias bioactivas presentes en las plantas, se 
sometió a los extractos alcohólicos a un tamizaje fitoquímico (Tabla 6).  
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Tabla 5. Rendimiento de extracción de la especies vegetales estudiadas 
Familia Nombre científico 
Rendimiento 
(mg PS/g) 
Principios Solubles (mg PS/ml) 
Asteraceae 
Baccharis boliviensis 156,50 ± 1,84d,e,f 7,82 ± 0,01
d,e,f 
Baccharis tola 137,20 ± 3,40c,d,e 6,86 ± 0,23
c,d,e 
Chiliotrichiopsis keidelii 153,20 ± 1,98d,e,f 7,66 ± 0,10
d,e,f 
Chuquiraga atacamensis 106,70 ± 4,67a,b,c 5,33 ± 0,92
a,b,c 
Nardophyllum armatum 126,80 ± 2,83c,d,e 6,34 ± 0,14
b,c,d 
Parastrephia lepidophylla 177,80 ± 0,85f 8,89 ± 0,09
e,f 
Parastrephia lucida 154,60 ± 9,05d,e,f 7,73 ± 0,23
d,e,f 
Parastrephia phyliciformis 160,90 ± 0,42e,f 8,04 ± 0,45
d,e,f 
Tessaria absinthioides 184,90 ± 19,09f 9,24 ± 0,09
f 
Ephedraceae Ephedra multiflora 121,70 ± 1,84b,c,d 6,08 ± 0,17
a,b,c,d 
Rosaceae Tetraglochin andina 82,30 ± 2,12a 4,11 ± 0,95
a 
Verbenaceae 
Acantholippia deserticola 123,30 ± 6,08b,c,d 6,16 ± 0,30
a,b,c,d 
Junellia seriphioides 87,30 ± 0,14a,b 4,36 ± 0,02
a,b 
Las medias ± DS seguidas por la misma letra indican en la misma columna que no hay diferencia significativa. PS: Peso seco; SD: Desviación estándar 
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Del análisis cualitativo se destaca en todos los extractos la presencia de 
compuestos fenólicos de tipo flavonoides y taninos, cuyas reacciones de reconocimiento 
resultaron positivas para todas las plantas estudiadas. Específicamente, el ensayo para 
taninos mostró, en todos los casos, coloraciones verdosas, indicativo de la presencia de 
taninos condensados. Mientras que no se observó coloración azul en ninguno de los 
extractos, indicando la baja concentración o ausencia de taninos hidrolizables. En el 
ensayo de flavonoides (Reacción de Shinoda) los colores obtenidos variaron entre 
amarillo y rojo anaranjado, como indicador de la presencia de este grupo de 
compuestos. 
Por otra parte, los cardiotónicos y derivados antracénicos libres también fueron 
detectados en la mayoría de las plantas, a excepción de T. absinthioides, A. deserticola y 
J. seriphiodes para el primer caso, y T. absinthioides, T. andina, A. deserticola y J. 
seriphiodes para el segundo. En la mayoría de los extractos se detectó la presencia de 
cumarinas, a excepción de B. tola, A. deserticola, N. armatum, T. andina y J. 
seriphioides (Tabla 6).  
La mayoría de las plantas no manifestaron la presencia de triterpenos y 
saponinas, a excepción de B. boliviensis, B. tola, C. keidelii y A. deserticola, las cuales 
resultaron positivas para ambos compuestos, y C. atacamensis, que dio reacción 
positiva para triterpenos (Tabla 6). También cabe destacar que todas las especies 
estudiadas dieron resultados negativos para ambos ensayos para la determinación de 
alcaloides a excepción de P. lucida. 
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B. boliviensis - - + + + + + + + + + 
B. tola - - + + - + + + + + + 
C. keidelii - - + + + + + + + + + 
Ch. atacamensis - - + + + + + - + + + 
N. armatum - - + + - + + + - + + 
P. lepidophylla - - + + + + + - - + + 
P. lucida + + + - + + + + - + + 
P. phyliciformis - - + + + + + - - + + 
T. absinthioides - - - - + + + + - - - 
Ephedraceae E. multiflora - - + - + + + - - + + 
Rosaceae T. andina - - + - - + + - - - - 
Verbenaceae 
A. deserticola - - - - - + + + + - - 
J. seriphioides - - - - - + + - - - - 
(+) indica presencia; (-) indica ausencia de los diferentes grupos químicos de metabolitos secundarios. 
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I.2.2. Cuantificación de compuestos fenólicos 
 La gran importancia biológica asociada a los compuestos fenólicos, su enorme 
diversidad en los tejidos vegetales y la gran variedad de estructuras químicas que los 
caracterizan hacen necesario el empleo de técnicas espectrofotométricas para la 
cuantificación de sus principales grupos químicos. En la Tabla 7 se puede observar el 
contenido de compuestos fenólicos totales, fenólicos no flavonoides, flavonas-
flavonoles, flavononas-dihidroflavononas y taninos condensados de cada una de las 
plantas analizadas en este trabajo. 
 El contenido de compuestos fenólicos totales varió entre 63,8 ± 1,3 y 221,3 ± 4,6 
µg EAG/mg PS. T. andina (221,3 ± 4,6 µg EAG/mg PS) exhibió el mayor contenido de 
compuestos fenólicos totales, seguido por E. multiflora (178,2 ± 0,3 µg EAG/mg PS); 
mientras que las especies que presentaron menores niveles de polifenoles fueron C. 
atacamensis (63,8 ± 1,3 µg EAG/mg PS), B. tola (64,2 ± 1,0 µg EAG/mg PS) y A. 
deserticola (66,9 ± 0,7 µg EAG/mg PS). Adicionalmente, en la tabla 7 se puede 
observar que la concentración de fenólicos no flavonoides varió entre 152,7 ± 2,7 y 53,0 
± 0,1 µg EAG/mg PS. En la mayoría de las especies, los resultados obtenidos indicaron 
que el mayor porcentaje de fenólicos totales corresponde a fenólicos no flavonoides; sin 
embargo, E. multiflora presentó la menor proporción de estos compuestos (25,9% de los 
fenólicos totales cuantificados).  
P á g i n a  | 141 
 
Tabla 7. Composición fitoquímica de las especies vegetales estudiadas. 
Familia Nombre científico 
Fenólicos Totales 
(µg EAG/mg PS) 
Fenólicos no Flavonoides 
(µg EAG/mg PS) 
Flavonas y 
Flavonoles 
(µg EQ/mg PS) 
Flavanonas y 
Dihidroflavononas 
(µg EN/mg PS) 
Taninos Condensados 
(µg EPB2/ mg PS) 
Asteraceae 
B. boliviensis 110,3 ± 2,8b,c,d 101,7 ± 0,4e 19,2 ± 3,1b,c,d 23,8 ± 1,0a,b 
0,5 ± 0,02a 
B. tola 64,2 ± 1,0a 53,0 ± 0,1b,c 12,9 ± 2,6a,b,c 27,6 ± 1,5a,b 
0,3 ± 0,04a 
Ch. keidelii 158,5 ± 10,2e,f,g 139,5 ± 2,4g 12,4 ± 0,2a, b 35,6 ± 2,3b,c 
0,4 ± 0,02a 
C. atacamensis 63,8 ± 1,3a 62,4 ± 0,2c,d 6,3 ± 1,6a 41,3 ± 4,4b,c 
1,6 ± 0,01d 
N. armatum 102,3 ± 0,5b,c 91,9 ± 1,6e 5,9 ± 0,1a 51,0 ± 6,3c,d,e 
1,3 ± 0,09c 
P. lepidophylla 156,8 ± 0,3e,f,g 133,2 ± 2,3g 27,9 ± 1,9e 24,1 ± 4,8a,b 
1,1 ± 0,01b 
P. lucida 143,1 ± 1,6d,e,f 122,1 ± 4,7f 16,4 ± 0,1b, c 41,3 ± 4,4b,c 
0,3 ± 0,01a 
P. phyliciformis 159,5 ± 6,2e,f,g 152,7 ± 2,7h 20,4 ± 0,2c,d,e 31,2 ± 0,9a,b,c 
0,4 ± 0,02a 
T. absinthioides 127,3 ± 4,7c,d,e 99,3 ± 0,5e 24,9 ± 1,8d,e 44,3 ± 0,9b,c,d 
0,4 ± 0,02a 
Ephedraceae 
E. multiflora 178,2 ± 0,3g 46,1 ± 1,2b 20,1 ± 0,1b,c,d 13,7 ± 3,7a 
33,7 ± 0,01h 
Rosaceae 
T. andina 221,3 ± 4,6h 132,4 ± 0,5f,g 13,0 ± 0,3a,b,c 49,6 ± 2,1c,d,e 
5,5 ± 0,01f 
Verbenaceae 
A. deserticola 66,9 ± 0,7a 65,1 ± 2,0d 6,6 ± 0,1a 40,6 ± 0,1b,c 
1,4 ± 0,07c 
J. seriphioides 77.0 ± 2,1a,b 65,4 ± 0,4d 12,8 ± 1,1a,b,c 66,7 ± 8,0e 
2,4 ± 0,01e 
PS: Peso seco. EAG: Equivalentes de Ácido Gálico. EQ: Equivalentes de Quercetina. EN: Equivalentes de Naringenina. EPB2: Equivalentes de 
Proantocianidina B2. Las medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s, p ≤ 0,05) 
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En cuanto al contenido de compuestos flavonoides, los valores de flavonas y 
flavonoles estuvieron entre los 5,9 ± 0,1 y 27,9 ± 1,9 µg EQ/mg PS. En este caso, las 
plantas que presentaron mayor concentración de este tipo de flavonoides fueron P. 
lepidophylla (27,9 ± 1,9 µg EQ/mg PS) y T. absinthioides (24,9 ± 1,8 µg EQ/mg PS). 
Por otra parte, para las flavononas y dihidroflavononas, el mayor contenido se detectó 
en J. seriphioides (66,7 ± 8,0 µg EN/mg PS) (Tabla 7). 
En general, el contenido de taninos condensado en la mayoría de las muestras fue 
considerablemente bajo (Tabla 7), sólo E. multiflora presentó una alta concentración de 
estos compuestos (33,72 ± 0,01 µg EPB2/ mg PS). 
 
I.3.  Efecto sobre enzimas proinflamatorias 
I.3.1. Sistema libre de células 
I.3.1.1. Fosfolipasa A2 (sFLA2) 
 
Figura 28. Efecto de 200 µg/ml de los extractos hidroalcohólicos de las diferentes especies 
analizadas sobre la enzima sFLA2. Como controles positivos se utilizaron 200 µg/ml de 
quercetina (compuesto natural) e indometacina (antiinflamatorio comercial). Los datos están 
presentados como el promedio de porcentajes de inhibición de la enzima sFLA2 ± DS (n=3). 
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 En la Figura 28 se puede observar que la mayoría de las especies vegetales 
fueron capaces de inhibir la sFLA2 a una concentración de 200 µg/ml, a excepción de E. 
multiflora, J. seriphioides, T. andina y C. keidelii. P. lucida y B. boliviensis exhibieron 
los mayores niveles de inhibición (63% y 53%, respectivamente), mientras que especies 
como P. lepidophylla, B. tola y T. absinthioides también presentaron importantes 
niveles de inhibición (45%, 47% y 44%, respectivamente). Cabe destacar que todas las 
especies vegetales que presentaron la mayor capacidad inhibitoria sobre esta enzima 
pertenecen a la familia Asteraceae. Los controles positivos empleados, quercetina e 
indometacina, presentaron porcentajes de inhibición de 34% y 33% respectivamente, 
siendo menos efectivos que los extractos de las especies vegetales más activas para esta 
enzima.  
 
I.3.1.2. Lipoxigenasa (LOX) 
En la Figura 29 se muestra la cinética de inhibición de la enzima LOX a 
diferentes tiempos de incubación E-E-S (Enzima-Efector-Sustrato). En la misma se 
puede observar que E. multiflora inhibió fuertemente la actividad de la enzima desde los 
primeros segundos de contacto, mientras que 200 µg/ml de T. absinthioides, B. tola, N. 
armatum y J. seriphioides no presentaron diferencia significativa con respecto al control 
sin extracto durante todo el tiempo de reacción. 
En la Figura 30 está representado el efecto que ejercen distintas concentraciones 
de las especies vegetales estudiadas sobre la actividad de la enzima LOX. Todos los 
extractos fueron capaces de inhibir la actividad de dicha enzima, pudiéndose observar 
un efecto dosis-respuesta en todo el rango de concentraciones evaluadas.  
 




Figura 29. Cinética de inhibición de la enzima LOX con 200 µg/ml de extracto. Control sin 
extracto (−♦−); T. absintioides (−■−); B. tola (- -♦- -); N. armatum (- -▲- -); J. seriphioides 
(−■−); A. deserticola (−▲−); Ch. atacamensis (- -●- -); C. keidelii (−▲−); P. phyliciformis 
(−♦−); B. boliviensis (- -●- -); P. lucida (−●−) P. lepidophylla (−♦−); T. andina (−■−) y E. 
multiflora (−■−). Los datos están presentados como el promedio de porcentajes de inhibición de 
la enzima LOX ± DS (n=3). 
 
 
A partir de los análisis de regresión lineal de las curvas de dosis respuesta de los 
diferentes extractos (R2 = 0,98-0,99), se calcularon los valores de CI50 para cada 
extracto vegetal y se dividieron a las especies analizadas en tres grupos de acuerdo a los 
valores de CI50. Grupo I: muy activas, con valores de CI50 ˂ 150 µg/ml; Grupo II: de 
actividad intermedia, con valores de CI50 entre 150 y 300 µg/ml; y Grupo III moderada 
actividad, con valores de CI50 ˃ 300 µg/ml. 
Las especies vegetales que presentaron actividad inhibitoria intermedia (Grupo 
II) fueron C. keidelii, P. phyliciformis, B. boliviensis, P. lucida, P. lepidophylla, T. 
andina y A. deserticola; mientras que las menos activas (Grupo III) fueron T. 
absinthioides, B. tola, N. armatum, J. seriphioides y C. atacamensis. 
 




Figura 30. Efecto de 150 µg/ml (□); 200 µg/ml (■) y 400 µg/ml (■) de los extractos hidroalc 
ohólicos de las diferentes especies analizadas sobre la enzima LOX. Los datos están presentados 
como el promedio de los porcentajes de inhibición de la enzima LOX ± DS (n=3). 
 
 
De todas las especies estudiadas, la más activa (Grupo I) fue E. multiflora 
(Ephedraceae), con un valor de CI50 hasta tres veces inferior al resto. T. andina (Grupo 
II) también presentó una importante actividad inhibitoria de la enzima LOX, con CI50 
de 217,8 ± 4,1 µg/ml (Tabla 8). Por otra parte, cabe destacar que entre las especies 
pertenecientes a la familia Asteraceae, las correspondientes al género Parastrephia 
fueron las más activas, destacándose P. lepidophylla (CI50 = 253,5 ± 6,9 µg/ml). Si bien 
la capacidad inhibitoria de los extractos resultó inferior a la presentada por los 
antiinflamatorios comerciales ensayados, los valores obtenidos son significativos para 
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Tabla 8. CI50 de las especies vegetales estudiadas sobre la enzima LOX.  
Familia Especie vegetal CI50 (µg/ml) 
Asteraceae 
Baccharis boliviensis 270,9 ± 5,6e,f 
Baccharis tola 367,1 ± 5,0h 
Chiliotrichiopsis keidelii 271,3 ± 4,5e,f 
Chuquiraga atacamensis 303,3 ± 6,3f,g 
Nardophyllum armatum 382,7 ± 6,0h 
Parastrephia lepidophylla 219,5 ± 2,1d 
Parastrephia lucida 253,5 ± 6,9d,e 
Parastrephia phyliciformis 253,1 ± 0,1d,e 
Tessaria absinthioides 319,5 ± 5,6g 
Ephedraceae Ephedra multiflora 132,6 ± 2,0c 
Rosacea Tetraglochin andina 217,8 ± 4,1d 
Verbenaceae 
Acantholippia deserticola 277,5 ± 8,0e,f 
Junellia seriphioides 389,2 ± 12,3h 
Controles positivos 
Ácido caféico 57,0 ± 3,99b 
Naproxeno 14,0 ± 0,70a 
Las medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa 
(Tukey’s, p ≤ 0,05). 
 
 
I.3.1.3. Ciclooxigenasa-2 (COX-2) 
Como se observa en la Figura 31, los extractos de todas las especies vegetales 
fueron capaces de inhibir la actividad de la COX, siendo J. seriphioides la especie más 
activa, con un porcentaje de inhibición de 57%. P. lepidophylla también presentó una 
considerable capacidad inhibitoria de esta enzima (47%). Como control positivo se 
utilizó el antiinflamatorio comercial nimesulide, el cual alcanzó el 50% de inhibición de 
la enzima con 0,39 μg/ml. 
 




Figura 31. Efecto de 200 µg/ml de los extractos hidroalcohólicos de las diferentes especies 
vegetales analizadas sobre la enzima COX-2. Los datos están presentados como el promedio del 





Figura 32. Efecto de 200 µg/ml (■), 400 µg/ml (■) y 800 µg/ml (■) de los extractos vegetales 
sobre la actividad de la enzima hialuronidasa. Los datos están presentados como el promedio de 
los porcentajes de inhibición de la actividad de la enzima hialuronidasa ± DS (n=3). 
 
En la Figura 32 se puede observar que todas las especies vegetales fueron 
capaces de inhibir la enzima hialuronidasa, observándose una relación dosis-respuesta. 
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Las especies que presentaron los mayores niveles de inhibición fueron T. absinthioides, 
E. multiflora, T. andina y J. seriphioides, las cuales alcanzaron o superaron el 50% de 
inhibición de esta enzima hasta la máxima concentración evaluada (Tabla 9). 
Al comparar los valores de CI50 para esta enzima se puede observar que la 
especie T. absinthioides resultó ser un 54% más efectiva que la indometacina 
(antiinflamatorio comercial) y un 73% más que la quercetina (producto natural). Por 
otra parte, si bien T. andina presentó menor actividad que la indometacina, no mostró 
diferencia significativa con respecto a la capacidad inhibitoria de la quercetina. 
 
Tabla 9. Valores de CI50 de las especies vegetales más activas sobre la enzima 
hialuronidasa.  
Familia Nombre científico CI50 (µg/ml) 
Asteraceae Tessaria absinthioides 93,2 ± 4,3a 
Ephedraceae Ephedra multiflora  398,4 ± 4,7d 
Rosaceae Tetraglochin andina  367,2 ± 3,3c,d 
Controles positivos 
 
Indometacina 202,0 ± 10,0b 
Quercetina 340,0 ± 17,0c 
Las medias ± DS seguidas por la misma letra en la misma columna indican que no hay 
diferencia significativa (Tukey’s, p ≤ 0,05). 
 
 Adicionalmente, como varios extractos no alcanzaron el 50% de inhibición de la 
actividad de la hialuronidasa, se determinó la concentración de extracto capaz de inhibir 
el 25% de la actividad de esta enzima, obteniéndose valores de CI25 de 487,08 ± 17,06 
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I.3.2. Sistemas celulares 
I.3.2.1. Capacidad de los extractos de proteger la membrana de los glóbulos rojos 
La capacidad protectora de los extractos sobre la membrana de los lisosomas se 
determinó por medio del método de estabilización de la membrana de eritrocitos 
humanos. Puesto que la membrana de los glóbulos rojos es similar a la membrana 
lisosomal, la prevención de la lisis de la misma inducida por hipotonicidad es utilizada 
como una medida estimativa de la propiedad antiinflamatoria de extractos. 
 
Figura 33. Efecto de 400 µg/ml (□), 800 µg/ml (■) y 1500 µg/ml (■) de los extractos 
hidroalcohólicos de las especies vegetales estudiadas sobre la estabilidad de los glóbulos rojos.  
Los datos están presentados como el promedio de los porcentajes de estabilización de la 
membrana de los glóbulos rojos ± DS (n=3). 
 
En la Figura 33 se puede observar que la mayoría de las plantas estudiadas 
presentaron capacidad protectora de la membrana de los glóbulos rojos, a excepción de 
N. armatum, que presentó un bajo nivel de protección con 400 µg/ml, y E. multiflora, 
que no evitó la hemólisis de los glóbulos rojos en todo el rango de concentraciones 
testeadas. Entre las especies más activas se destacaron B. boliviensis, B. tola, C. keidelii, 
P. lepidophylla, y P. phyliciformis (Asteraceae), las cuales presentaron valores de CP50 
de 1,29 ± 0,07 mg/ml, 1,15 ± 0,08 mg/ml, 0,82 ± 0,03 mg/ml, 1,08 ± 0,01 mg/ml, 1,09 ± 
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0,04 mg/ml y 1,23 ± 0,05 mg/ml, respectivamente. Otra especie que presentó un buen 
nivel de protección de la membrana de los glóbulos rojos fue J. seriphioides 
(Verbenaceae), con un valor de concentración protectora 50 (CP50) de 1,23 ± 0,05 
mg/ml.  
El antiinflamatorio comercial indometacina mostró una protección de 28, 38 y 
32% a concentraciones de 100, 200 y 400 µg/ml, respectivamente, y no se observó 
protección significativa a concentraciones inferiores ni superiores. Mientras que la 
dexametasona fue aún menos efectiva, mostrando valores de estabilización de 13, 9 y 
4% de inhibición a las mismas concentraciones (100, 200 y 400 µg/ml). 
 
I.3.2.2. Actividad antiinflamatoria en líneas celulares 
I.3.2.2.1. Toxicidad de los extractos 
Previamente, se evaluó la toxicidad de todos los extractos hidroalcohólicos sobre 
los macrófagos RAW 264.7 a fin de descartar las especies vegetales y las 
concentraciones tóxicas para las células. De acuerdo a este ensayo, los extractos de dos 
especies vegetales (T. andina y A. deserticola) resultaron tóxicos en todo el rango de 
concentraciones evaluado (50-200 µg/ml); mientras que los extractos hidroalcohólicos 
de las restantes 11 especies vegetales no presentaron toxicidad (viabilidad ≥ 95%) hasta 
la máxima concentración evaluada (200 µg/ml). Asimismo, se determinó que la máxima 
concentración de DMSO que no afectó la viabilidad celular fue de un 0,1% en el 
volumen final de reacción. 
 
I.3.2.2.2. Inhibición de la producción de óxido nítrico 
Luego de la estimulación de los macrófagos RAW 264.7 con LPS se observó un 
aumento notable de la producción de óxido nítrico (NO). Como se puede observar en la 
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Figura 34, la mayoría de las especies vegetales ensayadas fueron capaces de reducir en 
mayor o menor medida la cantidad de NO producida. Entre las 13 especies estudiadas, 
las pertenecientes a la familia Asteraceae fueron las más activas, destacándose las del 
género Parastrephia. Entre éstas, P. lucida presentó el mayor nivel de inhibición, 
seguida de P. lepidophylla y P. phyliciformis (CI50 = 55 ± 2,3 μg/ml, 82 ± 3,4 μg/ml y 
125 ± 2,7 μg/ml, respectivamente).  
 
Figura 34. Efecto de 50 µg/ml (■), 100 µg/ml (■), 200 µg/ml (□) de los extractos 
hidroalcohólicos de las especies vegetales, y 0,4 µg/ml (■), 2 µg/ml (■), 4 µg/ml (□) de 
dexametasona sobre la producción de NO en cultivos de macrófagos RAW 264.7. Las células 
tratadas con 0,1% de DMSO se consideraron como controles de 100% de producción de NO. La 
información es la media ± DS de al menos 3 experimentos por sextuplicado.  
 
Otras especies que alcanzaron el 50% de inhibición de la producción de NO 
fueron B. tola (CI50 = 167,0 ± 3,1 μg/ml), B. boliviensis (CI50 = 195,0 ± 2,4 μg/ml) y T. 
absinthioides (CI50 = 160,0 ± 2,4 μg/ml); mientras que J. seriphioides fue la única 
especie analizada que no tuvo ningún efecto sobre la producción de NO. La 
dexametasona, antiinflamatorio comercial utilizado como control positivo, presentó un 
CI50 de 2,1 ± 0,05 µg/ml. 
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Figura 35. Efecto de 200 µg/ml de extractos hidroalcohólicos de P. lepidophylla (E1), P. lucida 
(E2), P. phyliciformis (E3), B. tola (E4) y T. absinthioides (E5), y de 4 µg/ml de dexametasona 
(Dex) sobre la expresión de la iNOS, COX-2 y β-actina en macrófagos RAW 264.7 con (+) y 
sin (-) estimulación. 
 
En la Figura 35 se puede observar que no se detectó la presencia de las enzimas 
iNOS y COX-2 en los macrófagos no estimulados, mientras que el tratamiento con LPS 
indujo la producción de elevadas cantidades de ambas proteínas. Las especies vegetales 
que redujeron la expresión de ambas enzimas en mayor medida fueron P. lucida, P. 
phyliciformis, B. tola y T. absinthioides (70, 59, 58 y 63% de inhibición para la iNOS, y 
38, 33, 43 y 44% para la COX-2, respectivamente). Mientras que P. lepidophylla 
inhibió la expresión de la iNOS en un 54%, pero no tuvo efecto sobre la COX-2. El 
resto de las especies vegetales no afectaron la expresión de ninguna de las dos enzimas 
analizadas.  
Como control positivo se utilizó el antiinflamatorio dexametasona, la cual con 4 
µg/ml inhibió un 80% la expresión de la iNOS y un 92% la expresión de la COX-2 un 
92%. En todas las condiciones de experimentación, la β-actina (proteína constitutiva) se 
expresó con la misma intensidad independientemente del tratamiento. 
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I.4. Capacidad antioxidante 
I.4.1. Poder reductor del Fe3+ y capacidad quelante del Fe2+ 
 
 
Figura 36. Capacidad reductora del Fe3+ de A) 15 µg/ml (■), 30 µg/ml (■), 50 µg/ml (■) y 80 
µg/ml (■) de los extractos hidroalcohólicos de las especies vegetales más activas, y B) 48 µg/ml 
(■), 80 µg/ml (■), 96µg/ml (■) y 190 µg/ml (■) de los extractos hidroalcohólicos las especies 
vegetales menos activas. Los datos están presentados como el promedio de la densidad óptica 
medida (DO) ± DS (n=3). 
 
Todas las especies vegetales analizadas presentan la capacidad de reducir el ión 
Fe3+, siendo E. multiflora, P. phyliciformis, P. lepidophylla y T. cristatum las especies 
más activas (Fig. 14A); mientras que las especies menos activas fueron J. seriphioides, 
A. deserticola, Ch. atacamensis y B. tola (Fig. 14B). A pesar de que ninguna especie 
A 
B 
P á g i n a  | 154 
 
 
vegetal resultó más activa que los controles positivos (ácido ascórbico y ácido gálico; 
CR50 = 5,4 ± 0,03 y 1,6 ± 0,01 µg/ml, respectivamente), es importante remarcar que los 
CR50 son inferiores a las CI50 obtenidas para LOX (Tabla 10), por lo que, el nivel de 
depuración del Fe3+ sería del 100% para la mayoría de las especies analizadas a la 
concentración en la cual alcanzan el 50% de inhibición de la enzima LOX la cual tiene 
Fe en su sitio activo. 
 
Tabla 10. Poder reductor del Fe3+ de las especies vegetales estudiadas. 




B. boliviensis 72,5 ± 0,1e 
B. tola 158,8 ± 3,6f 
C. keidelii 46,8 ± 2,5d 
Ch. atacamanensis 191,6 ± 0,4g 
N. armatum 38,3 ± 1,0b,c,d 
P. lepidophylla 29,3 ± 1,9b,c 
P. lucida 62,2 ± 2,7e 
P. phyliciformis 30,8 ± 2,4b,c 
T. absinthioides 40,3 ± 0,5c,d 
Ephedraceae E. multiflora  28,3 ± 0,9b 
Rosaceae T. andina 29,7 ± 0,6b,c 
Verbenaceae 
A. deserticola  181,9 ± 4,7g 
J. seriphioides  333,3 ± 0,1h 
Control positivo 
Ácido ascórbico 5,4 ± 0,03a 
Ácido gálico 1,6 ± 0,01a 
Na2EDTA - 
Concentración Reductora (CR) del Fe3+ de las trece especies vegetales analizadas. Las medias ± 
DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s, p ≤ 0,05). 
 
Las especies vegetales analizadas presentaron una escasa capacidad para quelar 
el hierro hasta la máxima concentración evaluada (500 µg/ml), a excepción de A. 
deserticola, que alcanzó un 57% de depuración de este metal a dicha concentración 
(Fig. 37). Como control positivo se utilizó el Na2EDTA, el cual alcanzó la 
concentración quelante 50 (CQ50) con 14,0 ± 0,3 µg/ml. 
 




Figura 37. Capacidad quelante del Fe2+ de 250 µg/ml (■) y 500 µg/ml (■) de los extractos 
hidroalcohólicos de las especies vegetales estudiadas. Los datos están presentados como el 
promedio del porcentaje de quelación del Fe2+ ± DS (n=3). 
 
 
I.4.2. Capacidad depuradora del radical catión ABTS 
 
Figura 38. Capacidad depuradora del radical catión ABTS de 25 µg/ml (■), 50 µg/ml (■) y 75 
µg/ml (■) de extractos hidroalcohólicos de las especies vegetales estudiadas. Los datos están 
presentados como el promedio del porcentaje de depuración del radical ABTS•+ ± DS (n=3). 
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En la Figura 38 se puede observar que todas las especies analizadas fueron 
capaces de depurar el radical catión ABTS en diferente medida, siendo E. multiflora, P. 
lepidophylla y P. phyliciformis las especies más activas (CD50 = 26,2 ± 0,4 µg/ml, 25,7 
± 0,4 µg/ml y 27,5 ± 0,1 µg/ml, respectivamente); mientras que las menos activas 
fueron J. seriphioides y B. tola (Tabla 11). Si bien ninguna especie resultó ser más 
activa que los controles positivos (quercetina y ácido ascórbico), los valores obtenidos 
son considerados importantes por tratarse de extractos crudos. 
 
Tabla 11. Capacidad depuradora del radical catón ABTS·+ de las especies vegetales 
estudiadas. 





B. boliviensis 69,6 ± 1,5g 
B. tola 101,0 ± 1,4i 
C. keidelii 46,5 ± 0,7d 
Ch. atacamanensis 75,5 ± 0,7h 
N. armatum 30,0 ± 0,1b 
P. lepidophylla 25,7 ± 0,4b 
P. lucida 57,0 ± 0,1e 
P. phyliciformis 27,5 ± 0,1b 
T. absinthioides 43,3 ± 3,0c,d 
Ephedraceae E. multiflora  26,2 ± 0,4b 
Rosaceae T. andina 38,2 ± 1,1c 
Verbenaceae 
A. deserticola  64,0 ± 3,5f 
J. seriphioides  131,1 ± 0,9j 
Control positivo 
Ácido ascórbico 1,7 ± 0,4a 
Quercetina 3,6 ± 0,4a 
Concentración Depuradora (CD) del radical ABTS de las trece especies vegetales analizadas. 
Las medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa 
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I.4.3. Capacidad depuradora del óxido nítrico 
 
 
 Figura 39. Capacidad depuradora del óxido nítrico de 100 µg/ml (■), 200 µg/ml (■) y 400 
µg/ml (■) de los extractos hidroalcohólicos de las especies vegetales estudiadas. Los datos están 
presentados como el promedio del porcentaje de depuración del óxido nítrico ± DS (n=3). 
 
La mayoría de las especies estudiadas fueron capaces de depurar el óxido nítrico 
hasta una concentración de 400 µg/ml, destacándose C. keidelii, P. phyliciformis, E. 
multiflora y T. andina (Fig. 39). Adicionalmente, T. andina fue la única especie vegetal 
que logró depurar el 50% del NO en el rango de concentraciones ensayado (CD50 = 
239,2 ± 13,6 µg/ml), mientras que la CD50 del ácido ascórbico (control positivo) fue de 
37,19 ± 0,33 µg/ml). 
Los menores niveles de depuración se observaron para B. tola, C. atacamensis, 
T. andina y A. deserticola, las cuales no alcanzaron la concentración necesaria para 
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Tabla 12. Capacidad depuradora del óxido nítrico de las especies vegetales estudiadas 





B. boliviensis 240, 7 ± 4,6f 
B. tola - 
C. keidelii 53,0 ± 1,4a,b 
Ch. atacamanensis - 
N. armatum 118,0 ± 1,0d 
P. lepidophylla 83,0 ± 1,4c 
P. lucida 205,0 ± 9,9e 
P. phyliciformis 55,0 ± 4,2a,b,c 
T. absinthioides 204,8 ± 9,6e 
Ephedraceae E. multiflora  66,0 ± 1,0b,c 
Rosaceae T. andina 239,2 ± 13,6 (CD50) 
Verbenaceae 
A. deserticola  - 
J. seriphioides  263,2 ± 6,1f 
Control positivo Ácido ascórbico 28,9 ± 0,7ª 
Capcidad Depuradora (CD) del óxido nítrico (NO) de las 13 especies vegetales analizadas. Las 
medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s, p 
≤ 0,05). 
 
I.5. Ensayos de Toxicidad 
 La toxicidad de los extractos se evaluó en función de su capacidad hemolítica en 
condiciones fisiológicas (medio hipotónico y pH 7) y de acuerdo a su efecto sobre 
Artemia salina. El ensayo de citotoxicidad (hemólisis de glóbulos rojos) reveló que la 
mayoría de las especies vegetales no afectó la integridad de los glóbulos rojos en todo el 
rango de concentraciones evaluadas, a excepción de N. armatum y J. seriphiodes, las 
cuales afectaron a los glóbulos rojos a las concentraciones más altas que se evaluaron 
(concentración hemolítica 50 (CH50) de 445,8 ± 7,3 y 680,6 ± 10,9 µg/ml, 
respectivamente). Sin embargo, estas concentraciones resultaron entre 4 y 6 veces 
superiores a la exhibida por el control positivo, Triton X-100 (114,5 ± 0,7 µg/ml), y son 
superiores a las concentraciones necesarias para inhibir las diferentes enzimas del 
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proceso inflamatorio. Por lo que a las concentraciones a las que los extractos son 
biológicamente activos no resultarían tóxicos.  
En el ensayo de viabilidad del crustáceo A. salina ninguna de las especies 
estudiadas resulto letal hasta una concentración de 1000 µg/ml. 
 
I.6. Selección de las especies vegetales más activas 
La medicina moderna apunta cada vez más a un tratamiento integral y más 
eficiente de las enfermedades y sus síntomas, el cual se basa en la inhibición simultánea 
de múltiples vías metabólicas implicadas en el proceso patológico. De acuerdo a esto, se 
analizaron las bioactividades de las trece plantas medicinales a fin de seleccionar las 
especies con mayor capacidad para inhibir diferentes enzimas involucradas en el 
proceso inflamatorio (diferentes blancos de acción) a fin de preparar mezclas binarias y 
ternarias con mayor potencial antiinflamatorio y antioxidante. 
En la Tabla 13 se puede observar un resumen de todas las enzimas 
proinflamatorias que se evaluaron en el presente estudio, mientras que en la Tabla 14 se 
puede observar la capacidad de los extractos de las especies para depurar diferentes 
agentes oxidantes o radicalarios. Para la selección de las especies vegetales se analizó la 
capacidad de sus extractos para inhibir las diferentes enzimas implicadas en el proceso 
inflamatorio, así como también su capacidad reductora, quelante y depuradora de 
especies radicalarias.  
Asimismo, se tuvieron en cuenta otros factores como los rendimientos de 
extracción y su disponibilidad en la naturaleza. En base a estos criterios, se 
seleccionaron tres especies vegetales: Parastrephia lucida (Romero, tola, tola de río), 
Tessaria absinthioides (Pájaro bobo, sorona, hierba de zorra) y Ephedra multiflora 
(Tramontana).  
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Inhibición de la actividad enzimática 
Inhibición de la 
expresión enzimática 
HRBC 





200 µg/ml 200 µg/ml 200 µg/ml 200 µg/ml 200 µg/ml 200 µg/ml 200 µg/ml 1,5 mg/ml 
Asteraceae 
B. boliviensis 53,1 ± 2,6c,d 26,9 ± 5,2b,c 28,0 ± 3,0a,b 4,5 ± 0,8a,b,c 50,0 ± 3,0c,d - - 54,0 ± 2,8d 
B. tola 47,3 ± 2,4b,c 5,2 ± 5,0a 32,0 ± 2,2a,b 10,9 ± 0,2b,c 58,0 ± 2,2c,d,e 58,0 ± 2,9a 43,0 ± 2,1a 63,1 ± 3,4d 
C. keidelii - 21,9 ± 1,2a,b,c 20,0 ± 2,4a 0,4 ± 0,1a 24,0 ± 2,4a,b - - 49,6 ± 2,3c,d 
Ch. atacamanensis 9,6 ± 0,5a 20,8 ± 3,5a,b,c 38,0 ± 3,5a,b,c 2,2 ± 0,9a,b 41,0 ± 3,5b,c - - 30,2 ± 4,6a,b 
N. armatum 6,7 ± 0,3a 6,4 ± 5,2a 35,0 ± 0,3a,b 5,0 ± 1,6a,b,c 48,0 ± 0,3b,c,d - - - 
P. lepidophylla 45,1 ± 2,3b,c 35,2 ± 1,8c 47,0 ± 7,1b,c 6,6 ± 3,1a,b,c 77,0 ± 7,1e,f 54,0 ± 2,7a - 65,8 ± 1,1d 
P. lucida 62,8 ± 3,1d 34,5 ± 4,0b,c 28,0 ± 2,9a,b 6,7 ± 1,9a,b,c 94,0 ± 2,9f 70 ± 3,5a 38,0 ± 1,9a 33,9 ± 0,6b,c 
P. phyliciformis 39,9 ± 2,0b 20,0 ± 0,8a,b,c 22,0 ± 7,1a 5,5 ± 0,1a,b,c 77,0 ± 7,1e,f 59 ± 2,9a 33,0 ± 1,6a 65,5 ± 2,8d 
T. absinthioides 44,5 ± 2,2b,c 5,2 ± 0,2a 26,0 ± 5,4a,b 100,0 ± 0,7f 68,0 ± 5,4d,e 63,0 ± 3,1a 44,0 ± 2,2a 16,5 ± 3,7a,b 
Ephedraceae E. multiflora - 84,3 ± 1,8d 17,0 ± 3,5a 25,8 ± 3,7e 36,0 ± 3,5b,c - - - 
Rosaceae T. andina - 39,7 ± 3,2c 34,0 ± 1,7a,b 20,5 ± 0,4d,e - - - 14,3 ± 3,2a 
Verbenaceae 
A. deserticola 8,4 ± 0,4a 14,4 ± 3,6a,b 32,0 ± 1,6a,b 7,5 ± 0,2a,b,c - - - 26,2 ± 4,8a,b 
J. seriphioides - 6,3 ± 4,9a 57,0 ± 2,5c 12,2 ± 0,1c,d 2,5 ± 2,5a - - 61,9 ± 2,7d 
sFLA2: Fosfolipasa A2; LOX: Lipoxigenasa; COX: Ciclooxigenasa; iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible; HYAL: Hialuronidasa; HRBC: Glóbulos Rojos 
Humanos. Las medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s, p ≤ 0,05). 
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Tabla 14. Capacidad antioxidante de las especies vegetales 














B. boliviensis 72,5 ± 0,1e 35,1 ± 2,7a,b,c,d 69,6 ± 1,5g 23,6 ± 1,1c,d 
B. tola 158,8 ± 3,6f 13,9 ± 5,1a,b 101,0 ± 1,4i 9,2 ± 5,3a,b,c 
C. keidelii 46,8 ± 2,5d 38,9 ± 6,2a,b,c,d 46,5 ± 0,7d 43,3 ± 3,8e 
Ch. atacamensis 191,6 ± 0,4g 43,8 ± 1,6c,d 75,5 ± 0,7h 1,3 ± 5,4a,b 
N. armatum 38,3 ± 1,0b,c,d 19,5 ± 0,8a,b,c 30,0 ± 0,1b 31,7 ± 5,7d,e 
P. lepidophylla 29,3 ± 1,9b,c 12,5 ± 5,9a 25,7 ± 0,4b 37,9 ± 1,8d,e 
P. lucida 62,2 ± 2,7e 34,4 ± 5,1a,b,c,d 57,0 ± 0,1e 25,5 ± 0,7c,d,e 
P. phyliciformis 30,8 ± 2,4b,c 35,0 ± 3,0a,b,c,d 27,5 ± 0,1b 38,3 ± 1,3d,e 
T. absinthioides 40,3 ± 0,5c,d 15,5 ± 5,9a,b,c 43,3 ± 3,0c,d 24,9 ± 5,3c,d,e 
Ephedraceae E. multiflora  28,3 ± 0,9b 20,4 ± 0,1a,b,c 26,2 ± 0,4b 39,3 ± 0,9d,e 
Rosaceae T. andina 29,7 ± 0,6b,c 41,9 ± 6,0b,c,d 38,2 ± 1,1c 43,2 ± 3,3e 
Verbenaceae 
A. deserticola 181,9 ± 4,7g 57,2 ± 9,4d 64,0 ± 3,5f 0,0 ± 2,7a 
J. seriphioides 333,3 ± 0,1h 38,4 ± 8,5a,b,c,d 131,1 ± 0,9j 20,6 ± 3,5b,c,d 
Concentración Reductora (CR) del Fe3+, Concentración Depuradora (CD) del radical ABTS•+, 
Capcidad Depuradora (CD) del óxido nítrico (NO), Capacidad Quelante (CQ) del Fe2+ de los 
extractos hidroalcohólicos de las trece especies vegetales analizadas. *Capacidad Quelante (%) 
de 500 µg/ml de los extractos de las especies vegetales analizadas. **Capacidad depuradora (%) 
de 200 µg/ml de los extractos las especies vegetales estudiadas. Para una misma columna, las 
medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s, p 
≤ 0,05). 
 
P. lucida y T. absinthioides se destacaron por estar entre las pocas especies que 
fueron capaces de inhibir tanto la expresión como la actividad de la COX-2 e iNOS, 
presentando, además, los mayores niveles de inhibición. Adicionalmente, T. 
absinthioides fue la especie vegetal más activa en la inhibición de la enzima 
hialuronidasa, con niveles de inhibición superiores a los de los antiinflamatorios 
comerciales. P. lucida se destacó particularmente en la inhibición de la enzima sFLA2, 
mientras que T. absinthioides estuvo entre las especies más potentes contra esta enzima. 
Otro factor importante que influyó en la selección de estas dos especies vegetales fueron 
sus altos rendimientos de extracción, así como la amplia disponibilidad y distribución 
geográfica de T. absinthioides. 
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Por otra parte, E. multiflora se destacó particularmente en la inhibición de la 
enzima LOX (Tabla 11), siendo la especie más activa para esta enzima, y una de las 
especies más activas para la inhibición de la hialuronidasa. Asimismo, esta especie se 
destacó por su capacidad antioxidante, debido a su alto poder reductor y quelante del 
hierro y su alta capacidad depuradora del radical ABTS y del NO (Tabla 14). 
 
I.7. Perfil de HPLC-ESI-MS/MS de los extractos de las especies vegetales 
seleccionadas 
 
Figura 40. Cromatogramas de HPLC-MS de los extractos hidroalcohólicos de: (A) Ephedra 
multiflora, (B) Parastrephia lucida y (C) Tessaria absinthioides. Ejes: eje x: Tiempo de 
retención (min); eje y: intensidad (mAU). 
 
El análisis por HPLC-ESI-MS/MS del extracto hidroalcohólico de E. multiflora 
reveló la presencia de glucósidos de quercetina, miricetina y luteolina, así como también 
de flavonoides C-glicosilados como la orientina/isoorientina y vitexina/isovitexina 
(Tabla 15, Fig. 40). En P. lucida y T. absinthioides se identificaron mayormente 
derivados del ácido cafeoilquínico. Adicionalmente, en P. lucida se identificaron 
algunos flavonoides, mientras que en T. absinthioides se identificaron ácidos fenólicos, 
flavonoides y derivados de sesquiterpenos (Tabla 15, Fig. 40).  
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Tabla 15. Compuestos identificados por HPLC-MS de los extractos de Ephedra multiflora, 
Parastrephia lucida y Tessaria absinthioides. 




[M-H]¯ MS/MS Identificación 
Ephedra multiflora A 6.4 451 241 Desconocido 
 B 6.9 421 241 Desconocido 
 C 7.8 425 241 Desconocido 
 1 9.5 289 245, 205 Catequina/epicatequina 
 2 12.5 289 245 Catequina/epicatequina 
 3 13.7 625 463, 317 Miricetina hexosido ramnosido 
 4 14.4 639 463, 301 Quercetina glucuronato hexosido 




 6 17.0 609 447, 301 Quercetina ramnosido hexosido 
 7 18.4-18.5 623 447, 301 Quercetina ramnosido glucuronato 
 8 19.4 609 447, 301 Quercetina ramnosido hexosido 
 9 20.2-20.4 593.5 431, 285 Luteolina ramnosido hexosido 
 10 20.4 431 341, 311 Vitexina/Isovitexina 
 11 20.7 625 463, 301 Quercetina dihexósido 
 12 20.8-21.0 575 449, 289 Dímero de (epi) catequina 
 13 21.9 463 301 Quercetina hexósido 
Parastrephia 
lucida 
1 4.3 353 191, 135 Ácido Cafeoilquínico 
 2 5.0 471 339, 176 
Ácido 4-metoxicinámico hexosido 
pentosido 
 3 5.6-5.8 353 191 Isómero del ácido cafeoilquínico 
 4 6.1-6.3 459 165 
Ácido hidroxicumárico hexosido 
pentosido 
 5 6.3 515 353 Ácido dicafeoilquínico 
 6 6.9 647 353 Ácido dicafeoilquínico pentosido 
 7 8.3 529 337 
Ácido quínico ramnosido 3-(3,4-
dimetoxifenil) propanoato 
 8 8.6-8.7 337 191 Ácido quínico ramnosido 
 9 9.6-9.8 367 191 Ácido quínico glucuronato 
 10 14.5-15.0 609 301 Rutina (Rutinosido de quercetina) 
 11 15.4 579 447, 285 Kaempferol pentosido hexosido 
 12 17.2-17.4 447 285 Kaempferol hexósido 
 13 21.6 301 124 Quercetina 
Tessaria 
absinthioides 
1 3.2 515 353 Ácido dicafeoilquínico 
 2 5.6 153 109 Ácido protocatéquico 
 3 5.7-5.9 707 353, 191 Ácido cafeoilquínico 
 4 6.5-6.6 247 167, 123 Ácido vainíllico sulfato 
 5 6.9-7.0 627 
547, 353, 
273, 191 
Ácido feruloil cafeoilquínico sulfato 
 6 7.2-7.5 429 267, 249 Sesquiterpeno hexosido 
 7 7.3 351 249 Sesquiterpeno éster 
 8 8.3-8.5 411 331, 316 Taxifolina dimetileter sulfato 
 9 8.4 381 301 Quercetina sulfato 
 10 12.5 453 373, 241 Sesquiterpeno pentosido sulfato 
 11 18.6 315 300 Isoramnetina/Ramnetina 
 12 19.1 331 315.9 Quercetina dimetileter 
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CAPÍTULO II 
ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE 
LAS MEZCLAS HERBALES 
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II.1. Preparación de las mezclas 
Previo a la preparación de las mezclas, se realizó la extracción de los principios 
activos de cada una de las especies vegetales seleccionadas. La extracción se llevó a 
cabo para cada especie por separado a fin de evitar variaciones en sus componentes 
activos y de facilitar la estandarización de las mezclas. Una vez obtenidos los extractos, 
estos fueron evaporados hasta sequedad y se prepararon soluciones de concentración 
conocida a partir de los extractos secos. Estas soluciones se combinaron según se detalla 
en la Tabla 16. 
 
Tabla 16. Mezclas binarias y ternarias de las especies vegetales más activas. 
Combinación 
Proporción de cada Especie vegetal 
P. lucida T. absinthioides E. multiflora 
MIX A 1 1 1 
MIX B 2 1 1 
MIX C 1 2 1 
MIX D 1 1 2 
MIX E - 1 1 
MIX F 1 - 1 
MIX G 1 1 - 
 
 Para todos los ensayos, la actividad de las mezclas se comparó con la de los 
extractos de las plantas individuales a fin de determinar si las mezclas son más efectivas 
que las plantas individuales. Para todos aquellos ensayos para los cuales fue posible 
calcular la concentración inhibitoria 50 o 25%, la comparación se realizó mediante el 
índice de combinación (IC) utilizando el programa CompuSyn (Ver. 1.0). Este índice 
permite comparar matemáticamente el efecto de un componente específico de una 
mezcla en combinación con su efecto cuando actúa individualmente. Un IC menor a 1 
indica sinergismo, mientras que valores iguales o superiores a 1 indican aditivismo y 
antagonismo, respectivamente. Una ventaja de este método es que permite determinar el 
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efecto de una mezcla independientementemente de su mecanismo de acción, puesto que 
sólo tiene en cuenta las concentraciones de los componentes. 
 
II.2. Perfil fitoquímico de las mezclas 
II.2.1. Cuantificación de compuestos fenólicos 
Los principales grupos de compuestos fenólicos se cuantificaron en las mezclas 
binarias y ternarias, y los resultados obtenidos se compararon con el contenido de los 
mismos grupos de compuestos en los extractos de las especies vegetales individuales 
que se utilizaron para preparar las mezclas. Como se puede observar en la Tabla 17, no 
se observó una variación significativa en el contenido de fenólicos totales. Sin embargo, 
en la cuantificación de compuestos fenólicos no flavonoides, las mezclas B, C y G 
presentaron mayor proporción de estos compuestos con respecto al total de polifenoles; 
mientras que las mezclas F y D presentaron un mayor porcentaje de flavonoides.  
Estos resultados están en concordancia con la composición fitoquímica de los 
extractos de las especies vegetales que los constituyen, ya que las mezclas B, C y G 
tienen una mayor proporción de P. lucida y T. absinthioides, ambas ricas en fenólicos 
no flavonoides, mientras que el Mix D tiene un mayor porcentage de E. multiflora, la 
única especie vegetal analizada que presentó una mayor proporción de flavonoides con 
respecto al total de polifenoles. 
La cantidad de flavonas/flavonoles se mantuvo uniforme entre todas las mezclas 
binarias y ternarias y en concordancia con la composición de las especies vegetales 
individuales. Por otra parte, el contenido de flavanonas/dihidroflavonoles resultó 
uniforme entre la mayoría de las combinaciones, a excepción del Mix G (mezcla en 
igual proporción de P. lucida y T. absinthioides), el cual presentó un mayor contenido 
de estos compuestos. En cuanto al contenido de taninos condensados, su composición 
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varió en función de la proporción de E. multiflora (especie rica en estos compuestos) 
presente en las mezclas. 
 
Tabla 17. Cuantificación de los principales compuestos fenólicos en las mezclas 
















(µg EN/mg PS) 
Taninos 
condensados 
(µg EPB2/ mg 
PS) 
P. lucida  143,1 ± 1,6 122,1 ± 4,7 20,2 ± 1,2 41,3 ± 4,4 0,2 ± 0,1 
T. 
absinthioides  
127,3 ± 4,7 99,3 ± 0,5 20,1 ± 0,5 44,3 ± 0,9 0,26 ± 0,01 
E. multiflora  178,2 ± 0,3 46,1 ± 1,2 20,1 ± 0,1 13,7 ± 3,7 54,2 ± 2,8 
MIX A 200,1 ± 2,3c 78,6 ± 0,1b,c 25,2 ± 2,1a 31,2 ± 4,5b 17,3 ± 0,2c 
MIX B 192,0 ± 0,7b 99,5 ± 0,4d 23,8 ± 0,7a 28,8 ± 2,4a,b 12,9 ± 0,8b 
MIX C 185,3 ± 2,3a,b 80,6 ± 5,4c 21,6 ± 1,5a 24,9 ± 1,2a,b 13,2 ± 0,3b 
MIX D 210,4 ± 2,3d 64,4 ± 3,4b 21,9 ± 0,7a 22,2 ± 0,2a 25,9 ± 0,6d 
MIX E 193,2 ± 2,9b,c 46,9 ± 1,5a 21,4 ± 0,7a 23,3 ± 0,3a,b 26,6 ± 0,4d 
MIX F 211,1 ± 0,3d 72,1 ± 0,9b,c 20,9 ± 0,5a 26,8 ± 2,2a,b 27,4 ± 0,4d 
MIX G 179,5 ± 1,9a 114,4 ± 7,1e 23,7 ± 0,5a 41,3 ± 0,7c 0,19 ± 0.01a 
EAG: Equivalentes de ácido gálico, EQ: equivalentes de quercetina, EN: equivalentes de 
naringenina, EPB2: Equivalentes de proantocianidina B2. Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. 
multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix 
E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. 
absinthioides; 1:1). Las medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia 
significativa (Tukey’s, p ≤ 0,05). 
 
II.2.2. Análisis fitoquímico por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC-
DAD) 
 Las tres especies vegetales seleccionadas y sus combinaciones binarias y 
ternarias se analizaron por HPLC-DAD a fin de detectar la presencia de determinados 
marcadores químicos como parámetro de calidad, y de establecer su variación en las 
distintas mezclas en función de la variación de la cantidad de cada especie vegetal. 
Como se puede observar en la Tabla 18, la mayoría de los picos detectados en T. 
absinthioides y P. lucida correspondieron a ácidos fenólicos, mientras que en E. 
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multiflora se detectaron principalmente flavonoides. El pico principal detectado en P. 
lucida fue identificado tentativamente como ácido cumárico (Fig. 41, Tabla 17), 
mientras que el de T. absinthioides correspondió a un ácido fenólico de acuerdo a su 
perfil UV-visible. 
 
Figura 41. Cromatogramas de HPLC-DAD a 300 nm (P. lucida, T. absinthioides), y a 270 nm 
(E. multiflora) de los extractos hidroalcohólicos de las especies seleccionadas. Compuestos: 1: 
Ácido protocatéquico; 2: Ácido fenólico no identificado; 3: Ácido fenólico no identificado; 4: 
Ácido caféico; 5: Ácido vainillico; 6: Derivado de la galangina; 7: Ácido cumárico; 8: Ácido 
ferúlico; 9: Ácido fenólico no identificado; 10: Ácido fenólico no identificado; 11: Isovitexina; 
12: Rutina; 13: Ácido fenólico no identificado; 14: Derivado de la robinina; 15: Ácido 
cinámico. Ejes: Eje X: tiempo de retención (min); eje Y: intensidad de la absorbancia (AU). 
 
 
Los comatogramas obtenidos para las mezclas binarias y ternarias mostró 
perfiles de compuestos semejantes a los identificados en las especies vegetales 
individuales (Fig. 42), y la cuantificación reveló una variación proporcional  a la 
cantidad de cada especie vegetal presente en la mezcla (Tabla 18).  
 




Figura 42. Perfil de HPLC-DAD a 300 nm  de las mezclas ternarias (A, B, C, D) y binarias (E, 
F, G) de las especies seleccionadas. Compuestos: 1: Ácido protocatéquico; 2: Ácido fenólico no 
identificado; 3: Ácido fenólico no identificado; 4: Ácido caféico; 5: Ácido vainillico; 6: 
Derivado de galangina; 7: Ácido cumárico; 8: Ácido ferúlico; 9: Ácido fenólico no identificado; 
10: Ácido fenólico no identificado; 11: Isovitexina; 12: Rutina; 13: Ácido fenólico no 
identificado; 14: Derivado de la robinina; 15: Ácido cinámico. Ejes: Eje X: tiempo de retención 
(min); eje Y: intensidad de la absorbancia (AU). 
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Tabla 18. Cuantificación de los compuestos mayoritarios identificados por HPLC-DAD en los extractos hidroalcohólicos de Ephedra multiflora, 
Parastrephia lucida, Tessaria absinthioides y sus combinaciones binarias y ternarias. 









MIX A MIX B MIX C MIX D MIX E MIX F MIX G 
1 Ácido protocatéquico 15,2  0,43 ± 0,02a 0,45 ± 0,02a 0,48 ± 0,02a 0,49 ± 0,03a 0,60 ± 0,04a 1,26 ± 0,06b 0,53 ± 0,04a 0,56 ± 0,01a 0,47 ± 0,02ª 
2 Ácido fenólico*  19,6 8,53 ± 0,43c   2,60 ± 0,13ª 4,65 ± 0,23b 2,71 ± 0,14ª 2,51 ± 0,13ª  4,42 ± 0,22b 5,16 ± 0,26b 
3 Ácido fenólico* 19,9  1,10 ± 0,06b      0,65 ± 0,03ª   
4 Ácido caféico 24,2 5,13 ± 0,26c   1,78 ± 0,09ª 2,64 ± 0,13b 1,47 ± 0,07ª 1,39 ± 0,08ª  2,86 ± 0,14b 2,96 ± 0,15b 
5 Ácido vainíllico 24,6  0,49 ± 0,02         
6 Derivado galangina**  28,5   1,06 ± 0,05c 0,63 ± 0,03b 0,31 ± 0,02ª 0,29 ± 0,02ª 0,56 ± 0,03b 0,59 ± 0,02b 0,60 ± 0,02b  
7 Ácido cumárico 30,8 92,38 ± 4,62d   28,32 ± 1,42ª,b 43,21 ± 2,16c 22,47 ± 1,12ª 21,90 ± 1,10ª  40,87 ± 2,04b,c 43,75 ± 2,19c 
8 Ácido ferúlico 32,7 16,08 ± 3,71b   9,13 ± 0,46ª,b 10,71 ± 0,54ª,b 8,69 ± 0,44ª,b 5,59 ± 0,28ª  14,82 ± 0,74b 13,34 ± 0,67ª,b 
9 Ácido fenólico* 33,8  2,38 ± 0,12e  1,32 ± 0,07ª,b 1,03 ± 0,05a 1,88 ± 0,09c,d 1,02 ± 0,05a 1,54 ± 0,08b,c  2,02 ± 0,10d,e 
10 Ácido fenólico* 34,2  2,73 ± 0,14b      0,65 ± 0,04ª   
11 Isovitexina 35,7   1,31 ± 0,07a 1,27 ± 0,06ª 1,31 ± 0,06ª 1,38 ± 0,07ª 1,03 ± 0,06ª 1,23 ± 0,06ª 1,89 ± 0,10b  
12 Rutina 36,9 16,61 ± 0,83c   2,15 ± 0,11ª,b 3,09 ± 0,15ª,b 2,78 ± 0,14ª,b 1,57 ± 0,08ª  3,18 ± 0,16ª,b 3,96 ± 0,20b 
13 Ácido fenólico* 38,3  4,25 ± 0,21c  2,41 ± 0,12ª 2,31 ± 0,12ª 3,34 ± 0,18b 2,11 ± 0,11ª 2,39 ± 0,13ª  4,01 ± 0,20b,c 
14 Derivado robinina**  45,7   1,15 ± 0,06d 0,45 ± 0,02b,c 0,28 ± 0,01ª,b 0,25± 0,02ª 0,55 ± 0,03c 0,59 ± 0,04c 0,54 ± 0,03c  
15 Ácido cinámico 49,6 2,92 ± 0,15c     0,91 ± 0,05a 1,46 ± 0,07b 0,77 ± 0,04a 0,83 ± 0,04a   1,44 ± 0,07b 1,75 ± 0,09b 
*Los ácidos fenólicos que no fueron identificados se cuantificaron como microgramos de equivalentes de ácido caféico por miligramo de peso seco (µg 
EAC/mg). **Estos flavonoides se cuantificaron como microgramos de equivalentes de quercetina por miligramo de peso seco (µg EQ/mg). El resto de los 
compuestos identificados se cuantificaron como microgramos del compuesto correspondiente por miligramo de peso seco (µg/mg). Para una misma fila, las 
medias ± DS seguidas por la misma letra indican que no hay diferencia significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
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II.3. Inhibición de enzimas implicadas en el proceso inflamatorio 
II.3.1. Ensayos en sistemas libres de células 
II.3.1.1. Fosfolipasa A2 (sFLA2) 
 
Figura 43. Efecto de 200 µg/ml de los extractos hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides, 
E. multiflora y sus combinaciones sobre la actividad de la enzima sFLA2. Quercetina e 
indometacina (200 µg/ml) se utilizaron como controles positivos. Los datos están presentados 
como el promedio de los porcentajes de inhibición de las enzimas sFLA2 ± DS (n=3). 
En la Figura 43 se puede observar el efecto de los extractos de las especies 
vegetales y sus combinaciones sobre la actividad de la enzima sFLA2. En la mayoría de 
las mezclas se observó una disminución de la capacidad inhibitoria con respecto a la 
exhibida por las especies vegetales individuales, mientras que las mezclas D y E no 
fueron capaces de inhibir la sFLA2 a esta concentración. De acuerdo a estos resultados, 
se podría inferir un posible efecto antagónico. Como controles positivos se emplearon 
un compuesto natural puro (quercetina) y un antiinflamatorio comercial (indometacina). 
La quercetina fue capaz de inhibir la actividad de la enzima en un 35%, mientras que la 
indometacina presentó un nivel de inhibición de 33% con 200 µg/ml. 
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II.3.1.2. Lipoxigenasa (LOX) 
 Todas las mezclas binarias y ternarias fueron capaces de inhibir la actividad de 
la enzima LOX en todas las concentraciones evaluadas. Entre las mezclas se destacaron 
las mezclas D, E y F (Tabla 19), caracterizados por tener un mayor contenido de E. 
multiflora (la especie vegetal más activa para esta enzima) (Tabla16). Por otra parte, las 
mezclas C (mayor contenido de T. absinthioides, la especie menos activa sobre la 
actividad de la LOX) y G (mezcla binaria de P. lucida y T. absinthioides) presentaron la 
menor capacidad inhibitoria de esta enzima. De acuerdo a los IC obtenidos para las 
mezclas, se puede observar en la mayoría de los casos un leve sinergismo (0-78-0,99), 
mientras que el Mix C presentó un efecto aditivo sobre esta enzima. Si bien ninguna de 
las mezclas presentó niveles de inhibición superiores a los exhibidos por los controles 
positivos utilizados (Tabla 19), se observó una mejora con  respecto a los niveles de 
inhibición de P. lucida y T. absinthioides. 




CI50 µg/ml (IC) 
P. lucida - 253,5 ± 6,9 
T. absinthioides - 319,5 ± 5,6 
E. multiflora - 132,6 ± 2,0 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 174,6 ± 3,2c,d (0,91) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 196,0 ± 5,2d,e (0,98) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 212,9 ± 3,3e (0,99) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 150,8 ± 3,0c (0,85) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 146,6 ± 3,5c (0,78) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 152,4 ± 1,0c (0,89) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 290,2 ± 12,1f (1,17) 
Ácido cafeico - 57,0 ± 3,9b 
Naproxeno - 14,0 ± 0,7a 
Indice de Combinación (IC) y concentración inhibitoria 50 (CI50) de la enzima LOX de P. 
lucida (P. lu), T. absinthioides (T. abs) and E. multiflora (E. mu) y sus mezclas binarias y 
ternarias. Las medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no 
hay diferencia significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
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II.3.1.3. Ciclooxigenasa-2 (COX-2) 
  
 
Figura 44. Inhibición de las enzimas COX-2 (□) y COX-1 (■) por 200 µg/ml de extractos 
hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides, E. multiflora, y sus combinaciones binarias y 
ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix 
D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), 
Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Como controles 
positivos se utilizaron 50 µg/ml de indometacina (CI50 105,3 ± 4,8 µg/ml) para la COX-1, y 50 
µg/ml de ibuprofeno y naproxeno se utilizaron como controles positivos para la enzima COX-2. 
Los datos están presentados como el promedio de los porcentajes de inhibición de las enzimas 
COX-2 y COX-1 ± DS (n=3). 
 
En la Tabla 20 se puede observar que la mayoría de las mezclas presentaron un 
efecto sinérgico, destacándose las mezclas A, D y F con los menores valores de IC 
(0,49; 0,50 y 0,55, respectivamente). Por otra parte, el Mix B presentó un ligero efecto 
antagónico. La mayoría de las mezclas fueron más activas que el antiinflamatorio 
comercial naproxeno, usado como control positivo (Tabla 20), destacándose las 
mezclas A, D y F, los cuales además presentaron una mayor capacidad inhibitoria que el 
ibuprofeno, también utilizado como control positivo.  
Es importante remarcar que E. multiflora y la mayoría de las combinaciones no 
afectaron la actividad COX-1 hasta la máxima concentración evaluada (200 µg/ml) 
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(Fig. 44), mientras que el antiinflamatorio comercial indometacina a la concentración de 
50 µg/ml inhibió 95% la actividad de esta isoforma. 
 




CI50 µg/ml (IC) 
P. lucida - 281,2 ± 14,1 
T. absinthioides - 339,7 ± 16,9 
E. multiflora - 283,7 ± 14,2 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 148,3 ± 7,4a (0,49) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 327,9 + 16,4c (1,06) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 282,4 ± 14,1c (0,96) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 163,1 ± 8,1a (0,55) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 176,9 ± 8,8a,b (0,63) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 155,1 ± 7,7a (0,50) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 195,2 ± 9,8a,b (0,63) 
Naproxeno - 226,2 ± 2,2b 
Ibuprofeno - 174,5 ± 2,9a,b 
Indice de Combinación (IC) y concentración inhibitoria 50 (CI50) de la enzima COX-2 de P. 
lucida (P. lu), T. absinthioides (T. abs) y E. multiflora (E. mu) y sus mezclas binarias y 
ternarias. Las medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no 
hay diferencia significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
 
II.3.1.4. Hialuronidasa 
Como se puede observar en la Figura 45, entre las especies vegetales que se 
seleccionaron para las combinaciones, T. absinthioides es marcadamente más activa, 
mientras que P. lucida presenta un bajo nivel de inhibición de esta enzima. Entre las 
mezclas se observó en todos los casos un fuerte sinergismo (Tabla 21), a pesar de que 
las más activas resultaron ser aquellas que contienen una mayor proporción de T. 
absinthioides (Mix C entre las mezclas ternarias, y las mezclas E y G entre las 
combinaciones binarias). Es importante detacar que estas tres mezclas presentaron, 
además, mayores niveles de inhibición que T. absinthioides. Adicionalmente, el Mix A 
P á g i n a  | 175 
 
 
(formado por proporciones iguales de las 3 especies vegetales) también presentó una 
alta capacidad para inhibir la hialuronidasa, si bien ésta fue ligeramente inferior a la 
exhibida por T. absinthioides (Tabla 21).  
 
 
Figura 45. Capacidad inhibitoria de la enzima hialuronidasa de 50 µg/ml (■), 100 µg/ml (■) y 
200 µg/ml (■) de extractos hidroalcohólicos de P. Lucida, T. absinthioides y E. multiflora, y sus 
combinaciones binarias y ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix 
B (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. 
multiflora; 1:2:1), Mix D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. 
absinthioides:E.multiflora; 1:1), Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. 
absinthioides; 1:1). Los datos están presentados como el promedio de los porcentajes de 
inhibición de la enzima hialuronidasa ± DS (n=3). 
 
 
Por otra parte, todas las combinaciones fueron más activas que la quercetina, 
mientras que todas las mezclas, excepto el Mix F, inhibieron a la hialuronidasa en 
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CI50 µg/ml (IC) 
P. lucida - 1599,8 ± 27,9 
T. absinthioides - 93,2 ± 4,3 
E. multiflora - 398,4 ± 4,7 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 99,7 ± 0,4a,b (0,45) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 118,1 ± 1,0b (0,43) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 76,9 ± 1,9a (0,48) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 118,9 ± 0,7b (0,43) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 72,0 ± 0,4a (0,41) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 275,2 ± 9,4d (0,44) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 85,2 ± 1,9a,b (0,49) 
Indometacina - 202,0 ± 10,0c 
Quercetina - 340,0 ± 17,0e 
Indice de Combinación (IC) y concentración inhibitoria 50 (CI50) de la enzima hialuronidasa de 
P. lucida (P. lu), T. absinthioides (T. abs) y E. multiflora (E. mu) y sus mezclas binarias y 
ternarias. Las medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no 
hay diferencia significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
 
II.3.1.5. Xantina oxidasa 
 Las tres especies vegetales y la mayoría de sus combinaciones presentaron una 
baja capacidad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa, mientras que las mezclas E y C 
no afectaron la actividad de esta enzima (Fig. 46). Por otra parte, P. lucida fue la única 
especie que alcanzó el 50% de inhibición de esta enzima (CI50 = 305,8 ± 18,2 µg/ml). 
Mientras que, entre las combinaciones, el Mix G (combinación binaria de P. lucida y T. 
absinthioides), fue la mezcla más activa, alcanzando el mismo nivel de inhibición que 
P. lucida (27%) a 200 µg/ml (Fig. 46).  




Figura 46. Inhibición de la enzima xantina oxidasa por 200 µg/ml de extractos hidroalcohólicos 
de P. lucida, T. absinthioides, E. multiflora, y sus combinaciones binarias y ternarias: Mix A (P. 
lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 
2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix D (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), Mix F (P. 
lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Como controles positivos se 
utilizaron 200 µg/ml de ácido acetilsalicílico e indometacina, y el inhibidor específico 
alopurinol. Los datos están presentados como el promedio de los porcentages de inhibición ± 
DS (n=3). 
 
Por otra parte, como controles positivos se emplearon dos antiinflamatorios 
comerciales (indometacina y ácido acetilsalicílico) y un inhibidor específico de esta 
enzima (alopurinol). Los mayores niveles de inhibición a 200 µg/ml se observaron para 
la indometacina y el alopurinol (41% y 100% de inhibición respectivamente), los cuales 
alcanzaron CI50 de 232,16 ± 11,6 y 1,97 ± 0,05 µg/ml, respectivamente. El ácido 
acetilsalicílico presentó un bajo efecto sobre la actividad de esta enzima, alcanzando un 
6% de inhibición con 200 µg/ml. Es importante destacar que, si bien las especies 
vegetales y sus mezclas tuvieron un bajo efecto sobre esta enzima con respecto al 
alopurinol y la indometacina, fueron más activas que el ácido acetil salicílico. 
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II.3.2. Ensayos en sistemas celulares 
II.3.2.1. Estabilización de la membrana de los glóbulos rojos 
 A pesar de que T. absinthioides y P. lucida fueron capaces de inhibir la 
hemólisis de los glóbulos rojos (Fig. 33 capítulo I), ninguna de las combinaciones 
protegió la membrana de los glóbulos rojos hasta la máxima concentración evaluada 
(1,5 mg/ml), mostrando un efecto antagónico. 
 
II.3.2.2. Cultivos celulares primarios 
II.3.2.2.1. Inhibición de la producción de NO 
 
 
Figura 47. Producción de óxido nítrico en macrófagos murinos después de ser estimulados con 
LPS-INF (100 ng/ml) en presencia y ausencia de N(ω)-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) 
(270 µg/ml) (■), y 50 µg/ml (□), 100 µg/ml (■) y 200 µg/ml (■) de los extractos 
hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides y E. multiflora, y sus combinaciones binarias y 
ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix 
D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), 
Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Los datos están 
presentados como el promedio de la cantidad de NO producido (µM) ± DS (n=3). 
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Como se puede observar en la Figura 47, a la máxima concentración evaluada 
(200 µg/ml), la mayoría de las combinaciones fueron capaces de reducir la producción 
de NO en cultivos primarios de macrófagos estimulados con LPS-IFNɣ. Entre las 
especies vegetales, P. lucida fue la especie más activa (96% de reducción), mientras que 
E. multiflora y T. absinthioides redujeron ligeramente la producción de NO (Fig. 47). 
Las combinaciones más activas fueron las mezclas B (mezcla ternaria), F y G (mezclas 
binarias), los cuales contiene la mayor proporción de P. lucida. Como control positivo 
se usó un inhibidor específico de la iNOS, el L-NAME (N(ω)-nitro-L-arginina metil 
ester). A la máxima concentración evaluada (270 µg/ml), el L-NAME inhibió la 
producción del NO en un 75%. 
 
II.3.2.2.2. Inhibición de la expresión de la iNOS 
 
Figura 48. Efecto de 200 µg/ml de extractos hidroalcohólicos de las especies vegetales (P: P. 
lucida, T: T. absinthioides, E: E. multiflora), y sus combinaciones (MA: Mix A, MB: Mix B, 
MC: Mix C, MD: Mix D, ME: Mix E, MF: MF: Mix F y MG: Mix G) sobre la expresión de la 
enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en macrófagos de ratón estimulados con LPS-
INF. Las células fueron tratadas con LPS-INF con (+) y sin (−) los extractos durante 23 h. Las 
células lisadas se separaron por SDS-PAGE. La iNOS y la β-actina se detectaron por Western 
blot. 
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El análisis del efecto de las muestras sobre la expresión de la enzima iNOS 
mostró una baja inhibición a la máxima concentración evaluada (200 µg/ml) (Fig. 48). 
Las muestras más activas fueron P. lucida (13% de inhibición) y las mezclas A, B, F y 
G (14%, 10%, 9% y 4% de inhibición respectivamente), mientras que T. absinthioides, 
E. multiflora y las mezclas C, D y E no inhibieron la expresión de esta enzima.  
 
II.4. Actividad antioxidante 
II.4.1. Capacidad antioxidante en sistemas libres de células 
II.4.1.1. Capacidad reductora del Fe3+ y capacidad quelante del Fe3+ 
 
Figura 49. Poder reductor del Fe3+ de 15 µg/ml (□), 20 µg/ml (■) y 30 µg/ml (■) de extractos 
hidroalcohólicos de las combinaciones binarias y ternarias de P. lucida, T. absinthioides y E. 
multiflora: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix 
D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), 
Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Los datos están 
presentados como el promedio de los porcentajes de inhibición de variación de la densidad 
óptoca (DO) a 700 nm ± DS (n=3).  
 
En la Tabla 22 y Figura 49 se puede observar que tanto las especies vegetales 
individuales como sus combinaciones fueron capaces de reducir el Fe3+. Entre las 
especies vegetales individuales, E. multiflora fue la más activa, siendo hasta 2 veces 
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más efectiva que P. lucida. El efecto de las mezclas fue uniforme y superior al 
presentado por las plantas individuales, a excepción del Mix G, el cual presentó una 
capacidad depuradora similar a E. multiflora. En todos los casos se observó un efecto 
sinérgico, notándose este efecto incluso en la mezcla binaria formada por las dos 
especies menos activas (Mix G). En cuanto a la capacidad quelante del Fe2+, si bien las 
especies vegetales presentaron una baja capacidad quelante, ninguna de las 
combinaciones fue capaz de quelar el Fe2+ hasta la máxima concentración evaluada (500 
µg/ml), denotando un efecto antagónico. 
 
Tabla 22. Capacidad quelante y reductora del hierro 
Índice de combinación (IC), concentración reductora (CR), Concentración quelante del Fe2+ 
(CQ) de P. lucida (P. lu), T. absinthioides (T. abs) y E. multiflora (E. mu), y sus combinaciones 
binarias y ternarias. *Capacidad Quelante (%) de 500 µg/ml de extractos hidroalcohólicos de las 
especies vegetales y sus combinaciones. Las medias ± DS seguidas por la misma letra en una 







Poder reductor del 
Fe3+ 
CR50 µg/ml (IC) 
Capacidad 
quelante del Fe2+  
(%)* 
P. lucida - 62,2 ± 2,7 34,4 ± 5,1 
T. absinthioides - 40,3 ± 0,5 15,5 ± 5,9 
E. multiflora - 28,3 ± 0,9 20,4 ± 0,1 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 23,6 ± 1,4b (0,60) - 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 25,0 ± 1,4b,c (0,58) - 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 24,5 ± 0,9b,c (0,62) - 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 22,6 ± 0,4b (0,63) - 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 22,9 ± 0,5b (0,76) - 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 20,9 ± 1,4b (0,55) - 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 28,2 ± 1,6c (0,57) - 
Ácido ascórbico - 5,4 ± 0,03a - 
Ácido gálico - 1,6 ± 0,01a - 
Na2EDTA - - 
14,0 ± 0,3 (CQ50 
µg/ml) 
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II.4.1.2. Capacidad depuradora del radical catión ABTS 
 
Figura 50. Capacidad depuradora del radical catión ABTS de 12,5 µg/ml (□), y 25 µg/ml (■), y 
50 µg/ml (■) de extractos hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides y E. multiflora, y sus 
combinaciones binarias y ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix 
B (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. 
multiflora; 1:2:1), Mix D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. 
absinthioides:E.multiflora; 1:1), Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. 
absinthioides; 1:1). Los datos están representados como el promedio de la capacidad depuradora 
del radical ABTS•+ (%) ± DS (n=3). 
 
Tanto las especies vegetales individuales como sus combinaciones fueron 
capaces de depurar el radical catión ABTS a todas las concentraciones evaluadas (Fig. 
50), observándose niveles de depuración similares entre las mezclas binarias y ternarias. 
Entre las mezclas, las mezclas A, B y F presentaron una CD50 similar a la exhibida por 
E. multiflora, la especie más activa.  
En todos los casos se evidenció un efecto sinérgico, destacándose las mezclas 
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Tabla 23. Capacidad depuradora del radical catión ABTS. 
Muestra Proporción 
Depuración del radical ABTS˙+ 
CD50 µg/ml (IC) 
P. lucida - 57,0 ± 0,1 
T. absinthioides - 43,3 ± 3,0 
E. multiflora - 26,2 ± 0,4 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 26,5 ± 0,7b (0,61) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 26,9 ± 2,1b (0,61) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 33,7 ± 0,5d,e (0,75) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 31,0 ± 0,5c,d (0,76) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 34,1 ± 0,5d,e (0,92) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 27,9 ± 0,1b,c (0,63) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 35,4 ± 0,8e (0,63) 
Ácido ascórbico - 1,9 ± 0,4a 
Quercetina - 3,6 ± 0,4a 
Índice de combinación (IC), concentración depuradora (CD) de P. lucida (P. lu), T. 
absinthioides (T. abs) y E. multiflora (E. mu), y sus combinaciones binarias y ternarias. Las 
medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no hay diferencia 
significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
 
 
II.4.1.3. Capacidad depuradora del peróxido de hidrógeno (H2O2) 
Tabla 24. Capacidad depuradora del peróxido de hidrógeno de las combinaciones 
binarias y ternarias 
Muestra Proporción 
Depuración del H2O2 
CD50 µg/ml (IC) 
P. lucida - 190,2 ± 22,6 
T. absinthioides - 188,0 ± 4,9 
E. multiflora - 137,9 ± 2,3 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 260,9 ± 9,9c,d,e (1,6) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 301,5 ± 33,5e (1,7) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 283,9 ± 5,9d,e (1,7) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 240,6 ± 17,8c,d (1,4) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 240,6 ± 17,8c,d (1,4) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 168,2 ± 2,2b (1,1) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 208,4 ± 1,3b,c (1,1) 
Ácido ascórbico - 25,7 ± 1,8a 
Quercetina - 65,1 ± 0,5a 
Índice de combinación (IC), concentración depuradora (CD) de P. lucida (P. lu), T. 
absinthioides (T. abs) y E. multiflora (E. mu), y sus combinaciones binarias y ternarias. Las 
medias ± DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no hay diferencia 
significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05).´ 
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En la Figura 51 se puede observar que para la misma concentración, E. 
multiflora presentó la mayor capacidad depuradora del H2O2, siendo incluso más activa 
que las mezclas binarias y ternarias (Tabla 24). Entre las mezclas se observó un efecto 
antagónico en todos los casos, siendo menor para las mezclas F y G (IC de 1,1 frente a 
valores de IC entre 1,4 y 1,7). Estas dos mezclas binarias presentaron valores de 
depuración similares e incluso inferiores a los de las dos especies menos activas (P. 
lucida y T. absinthioides) (Tabla 24). 
 
 
Figura 51. Capacidad depuradora del H2O2 de 100 µg/ml (□), 200 µg/ml (■) de extractos 
hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides y E. multiflora, y sus combinaciones binarias y 
ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix 
D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), 
Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Controles: 
Quercetina (100 µg/ml) y ácido acetilsalicílico (100 µg/ml). Los datos están representados como 
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II.4.1.4. Capacidad depuradora del óxido nítrico 
 
Anteriormente (Capitulo I) se demostró que las especies vegetales tienen una 
baja capacidad para depurar el óxido nítrico (NO) y ninguna alcanzó la concentración 
depuradora 50 (CD50) hasta la máxima concentración evaluada. Entre las especies 
vegetales seleccionadas, E. multiflora fue la más activa, con un CD25 3 veces inferior a 
los de P. lucida y T. absinthioides. Entre las combinaciones se destacaron las mezclas 
B, D y F (Tabla 25, Fig. 52), los cuales fueron las únicas mezclas que alcanzaron la 
CD50 (109,0 ± 21,2 µg/ml, 108,9 ± 14,7 µg/ml y 96,5 ± 0,1 µg/ml, respectivamente).  
 
Figura 52. Capacidad depuradora del óxido nítrico de 50 µg/ml (■), 100 µg/ml (■) y 200 µg/ml 
(■) de extractos hidroalcohólicos de las especies vegetales estudiadas y sus combinaciones 
binarias y ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix B (P. lucida:T. 
absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:2:1), Mix 
D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. absinthioides:E.multiflora; 1:1), 
Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. absinthioides; 1:1). Controles: 
Quercetina (100 µg/ml) y ácido acetilsalicílico (100 µg/ml). Los datos están representados como 
el promedio de la capacidad depuradora (%) ± DS (n=3). 
 
El Mix A también presentó una buena capacidad para depurar el NO, sin 
embargo, esta mezcla, junto con el resto de las combinaciones, no fueron capaces de 
depurar el 50% de NO hasta la máxima concentración evaluada (400 µg/ml). Las 
mezclas A y B se destacaron además por presentar un alto sinergismo, con valores de IC 
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de 0,21 y 0,30, respectivamente. Adicionalmente, las mezclas A, B, D y F mostraron 
una mayor capacidad depuradora del NO que la especie más activa (E. multiflora), 
mientras que el Mix E tuvo una actividad similar a la misma (Tabla 25).  
 
Tabla 25. Capacidad depuradora del óxido nítrico de las combinaciones binarias y 
ternarias 
Muestra Proporción 
Depuración del NO 
CD25 µg/ml (IC) 
P. lucida - 205,0 ± 9,9 
T. absinthioides - 204,8 ± 9,6 
E. multiflora - 66,0 ± 1,4 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 36,5 ± 0,7a,b (0,21) 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 43,5 ± 5,0a,b (0,30) 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 144,1 ± 2,3e (1,08) 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 52,8 ± 4,7b,c (0,50) 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 66,2 ± 5,6c (0,66) 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 53,2 ± 4,6b,c (0,53) 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 122,2 ± 1,9d (0,60) 
Ácido ascórbico - 29,9 ± 0,7a 
Índice de combinación (IC), concentración depuradora (CD) de extractos hidroalcohólicos de P. 
lucida, T. absinthioides y E. multiflora, y sus combinaciones binarias y ternarias. Las medias ± 
DS seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no hay diferencia 
significativa (Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
 
II.4.2. Actividad antioxidante en sistemas celulares 
II.4.2.1. Inhibición de la hemólisis oxidativa 
 Tanto las especies vegetales como las mezclas mostraron una fuerte capacidad 
para inhibir la hemólisis oxidativa de los glóbulos rojos por depuración del radical 
AAPH. Entre las especies vegetales, P. lucida presentó la mayor capacidad depuradora, 
alcanzando un CI25 dos veces menor que los presentados por T. absinthioides y E. 
multiflora (Tabla 26). Sólo P. lucida y T. absinthioides alcanzaron la CI50 hasta la 
máxima concentración evaluada (CI50= 3,9 ± 0,3 y 6,51 ± 1,12 µg/ml, respectivamente). 
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Tabla 26. Capacidad inhibitoria de la hemolisis oxidativa de las combinaciones binarias 
y ternarias 
Muestra Proporción 
Hemólisis oxidativa  
CI25 µg/ml (IC) 
P. lucida - 1,56 ± 0,31 
T. absinthioides - 3,37 ± 0,28 
E. multiflora - 3,84 ± 0,01 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 2,04 ± 0,10 (0,81)a 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 1,24 ± 0,89 (0,32)a 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 0,61 ± 0,01 (0,14)a 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 0,61 ± 0,67 (0,22)a 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 7,29 ± 1,66 (1,10)b 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 2,18 ± 0,17 (0,40)a 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 2,17 ± 0,57 (0,30)a 
BHT - 0,48 ± 0,01a 
Quercetina - 0,56 ± 0,03a 
Índice de combinación (IC), concentración inhibitoria (CI) de P. lucida (P. lu), T. absinthioides 
(T. abs) y E. multiflora (E. mu), y sus combinaciones binarias y ternarias. Las medias ± DS 
seguidas por la misma letra en una misma columna indican que no hay diferencia significativa 
(Tukey’s,  p ≤ 0,05). 
 
Entre las mezclas se observó mayor capacidad inhibitoria que la observada para 
las plantas individuales, con un fuerte sinergismo en la mayoría de las mezclas, a 
excepción del Mix A (IC = 0,81) y el Mix E (IC = 1,10), el cual presentó un ligero 
antagonismo. Cabe destacar que 3 combinaciones alcanzaron la concentración 
inhibitoria 50 (CI50): Mix A (CI50 = 4,9 ± 0,6 µg/ml), Mix B (CI50 = 5,3 ± 0,5 µg/ml), y 
Mix F (CI50 = 7,3 ± 1,1 µg/ml), siendo las dos primeras más activas que P. lucida y T. 
absinthioides (Tabla 26). Como control positivo se utilizó el BHT, el cual presentó un 
CI50 de 0,97 ± 0,01 µg/ml. 
 
II.4.2.2. Depuración de especies reactivas del oxígeno (EROs) 
Las tres especies vegetales individuales y sus combinaciones binarias y ternarias 
fueron capaces de reducir la cantidadd de EROs producida por macrófagos estimulados 
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con LPS-IFNɣ hasta niveles inferiores a los observados en macrófagos estimulados y 
sin extractos (Fig. 53). 
Entre las especies vegetales, E. multiflora produjo la mayor reducción de la 
cantidad de células productoras de EROs, seguida por P. lucida; mientras que entre las 
combinaciones se destacaron las mezclas D (mezcla ternaria con mayor proporción de 




Figura 53.  Efecto sobre la producción de EROs por macrófagos estimulados con LPS-IFN de 
200 μg/ml de extractos hidroalcohólicos de P. lucida, T. absinthioides, E. multiflora y sus 
combinaciones binarias y ternarias: Mix A (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:1), Mix 
B (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 2:1:1), Mix C (P. lucida:T. absinthioides:E. 
multiflora; 1:2:1), Mix D (P. lucida:T. absinthioides:E. multiflora; 1:1:2), Mix E (T. 
absinthioides:E.multiflora; 1:1), Mix F (P. lucida:E. multiflora; 1:1), Mix G (P. lucida:T. 
absinthioides; 1:1). Los datos están expresados en función de la media de la frecuencia de 




P á g i n a  | 189 
 
 
II.5. Evaluación de la toxicidad 
 La determinación de la toxicidad de las tres especies más activas y sus 
combinaciones binarias y ternarias se llevó a cabo en tres niveles celulares: en un 
sistema procariótico (test de Ames), en células eucariotas (glóbulos rojos) y en un 
organismo complejo (Artemia salina). 
 El test de Ames es utilizado como modelo para evaluar la genotoxicidad de las 
muestras ensayadas, y utiliza como organismo control dos cepas de Salmonella 
typhimurium (TA98 y TA100). Esta determinación se llevó a cabo con y sin activación 
metabólica (+S9 y -S9, respectivamente) a fin de evaluar las características mutagénicas 
y promutagénicas de las especies vegetales y sus combinaciones. 
Previo a realizar el ensayo se determinó la toxicidad de los extractos sobre 
ambas cepas de S. typhimurium (con y sin activación metabólica), a fin de seleccionar 
las concentraciones que no afectaran la viabilidad de la bacteria. Este ensayo reveló que 
la única especie vegetal que afectó la viabilidad de S. typhimurium fue P. lucida. Una 
concentración de 1000 µg/placa afectó la viabilidad de ambas cepas sin activación 
metabólica. Asimismo, en las mismas condiciones, la viabilidad de la cepa TA100 se 
vio afectada también con 500 µg/placa. Por lo tanto, este ensayo se llevó a cabo 
utilizando concentraciones hasta 500 µg/placa para TA98 y hasta 250 µg/placa para 
TA100.  
En cuanto al ensayo con activación metabólica (+S9), P. lucida afectó la 
viabilidad de la cepa TA98 a una concentración de 500 y 1000 µg/placa, por lo que se 
utilizaron concentraciones menores. Por otra parte, en estas condiciones, P. lucida 
afectó la viabilidad de la cepa TA100 en todo el rango de concentraciones ensayado, por 
lo que no fue posible determinar las propiedades pro-mutagénicas de esta especie 
vegetal. T. absinthioides, E. multiflora y las combinaciones binarias y ternarias no 
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afectaron la viabilidad de las cepas de S. typhimurium, por lo que se ensayaron en todo 
el rango de concentraciones hasta los 1000 µg/placa. 
Según lo especificado en la sección correspondiente en materiales y métodos, 
una muestra es considerada mutagénica cuando la relación de mutagenicidad (RM) es 
igual o mayor que 2. Como se puede observar en la Tabla 27, tanto las especies 
vegetales como sus mezclas presentaron RM inferiores a 2, por lo que se podría inferir 
que no son mutagénicas ni contienen compuestos con propiedades pro-mutagénicas.  
 
Tabla 27. Relación de mutagenicidad (RM) de las especies vegetales y sus 
combinaciones binarias y ternarias. 
Muestra 
TA98 TA100 
-S9 +S9 -S9 +S9 
P. lucida 1,26 ± 0,06* 1,04 ± 0,05* 0,77 ± 0,04** -*** 
T. absinthioides 1,06 ± 0,05 0,91 ± 0,05 0,42 ± 0,02 1,48 ± 0,07 
E. multiflora 1,02 ± 0,05 1,30 ± 0,07 0,73 ± 0,04 0,91 ± 0,05 
MIX A 1,09 ± 0,05 0,83 ± 0,04 0,71 ± 0,03 1,32 ± 0,07 
MIX B 1,06 ± 0,05 0,73 ± 0,03 1,17 ± 0,06 1,29 ± 0,06 
MIX C 1,11 ± 0,06 0,86 ± 0,04 0,89 ± 0,04 1,42 ± 0,07 
MIX D 0,89 ± 0,04 1,12 ± 0,06 0,84 ± 0,04 1,22 ± 0,06 
MIX E 0,82 ± 0,04 0,68 ± 0,03 0,93 ± 0,05 1,11 ± 0,05 
MIX F 1,23 ± 0,06 0,99 ± 0,05 1,09 ± 0,05 1,20 ± 0,06 
MIX G 0,94 ± 0,05 1,07 ± 0,05 0,94 ± 0,05 - 
2-Aminofluoreno 62,52 ± 5,00 - 10,76 ± 1,00 - 
4-NPD - 22,94 ± 1,00 - 11,27 ± 0,50 
Cociente entre el número de revertantes en presencia de la muestra y el número de revertantes 
espontáneas de P. lucida (*500 µg/placa and **250 µg/placa), T. absinthioides y E. multiflora 
(1000 µg/placa), y sus combinaciones binarias (Mix E, F y G) y ternarias (Mix A, B, C y D) 
(1000 µg/placa) con (+S9) y sin (-S9) activación metabólica. ***P. lucida afectó la viabilidad 
de la cepa TA100 de S. typhimurium TA100 en todo el rango de concentraciones evaluadas con 
S9. Controles positivos: 20 µg/placa de 4-Nitro-o-fenilendiamina (4-NPD) (+S9) y 10 µg/placa 
de 2-aminofluoreno (-S9). Los valores están representados como las medias ± DS (n = 3). 
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Por otra parte, se determinó la toxicidad de las especies vegetales y sus 
combinaciones sobre glóbulos rojos humanos como modelo de células eucariotas. En la 
Tabla 28 se puede observar que hasta la máxima concentración evaluada, ninguna de 
las mezclas ni las especies vegetales afectó a los glóbulos rojos, mostrado niveles de 
hemólisis inferiores a 5%, mientras que el Tritón X-100, utilizado como control 
positivo, alcanzó una concentración hemolítica 50 (CH50) de 114,5 ± 0,7 µg/ml.  
 
Tabla 28. Capacidad hemolítica de las especies vegetales y sus combinaciones binarias 
y ternarias. 
 
Muestra Proporción Hemólisis (%) 




4,93 ± 1,79 
Ephedra multiflora - 1,55 ± 1,99 
MIX A P. lu:T.abs:E.mu (1:1:1) 0,99 ± 0,84 
MIX B P. lu:T.abs:E.mu (2:1:1) 0,56 ± 0,77 
MIX C P. lu:T.abs:E.mu (1:2:1) 1,97 ± 2,04 
MIX D P. lu:T.abs:E.mu (1:1:2) 0,70 ± 0,84 
MIX E T.abs:E.mu (1:1) 0,14 ± 0,15 
MIX F P. lu: E.mu (1:1) 0,42 ± 0,35 
MIX G P. lu:T.abs (1:1) 1,83 ± 1,90 
Tritón X-100 (CH50) - 114,50 ± 0,71 
Capacidad hemolítica (%) de 700 µg/ml de P. lucida (P. lu), T. absinthioides (T. abs) y E. 
multiflora (E. mu), y sus combinaciones binarias y ternarias. Los valores están representados 
como las medias ± DS (n = 3). 
 
También se ensayó el efecto de las especies vegetales y sus mezclas sobre A. 
salina como modelo de toxicidad aguda en un organismo complejo. Los extractos se 
evaluaron hasta una concentración máxima de 1000 µg/ml sin afectar la viabilidad de 
este crustáceo luego de 24 h de exposición. 
 












ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LAS 
ESPECIES VEGETALES 
P á g i n a  | 194 
 
 
I.1. Composición fitoquímica 
Desde la antigüedad las plantas han cumplido un rol fundamental en la vida 
diaria de los seres humanos, quienes las han explotado con fines alimenticios, 
medicinales, energéticos y estructurales, como aditivos, condimentos, fragancias, entre 
otra gran variedad de aplicaciones (Osbourn y Lanzotti, 2009).  
Asimismo, las plantas medicinales han jugado un papel fundamental en la salud 
desde la antigüedad. Aún en la actualidad cerca del 80% de la población mundial 
depende de las plantas medicinales como principales agentes terapéuticos para el 
tratamiento de diversas enfermedades. Este fenómeno es particularmente prominente en 
países en vías de desarrollo y en culturas con una fuerte tradición en medicina herbal 
(Choudhary y Singh Sekhon, 2011). El difícil acceso a la medicina tradicional, bien sea 
por cuestiones económicas o geográficas, juega un papel importante en el 
mantenimiento de las medicinas tradicionales en la sociedad.  
Adicionalmente, cerca del 50% de los medicamentos que se comercializan 
actualmente contienen productos naturales o sus derivados y cerca de un tercio de las 
drogas más comercializadas derivan de plantas. Del total de compuestos bioactivos en el 
mercado, aproximadamente el 25% proviene de plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006).  
En el noroeste argentino existe una importante tradición en medicina herbal que 
puede ser catalogada hasta las culturas prehispánicas que habitaban la región. En la 
actualidad, la mayor parte de los habitantes de la Puna tienen raíces quechuas y aymará, 
con una rica tradición oral que ha permitido la transmisión de los conocimientos 
ancestrales sobre medicina herbal a lo largo de las generaciones. Hoy en día, el uso de la 
medicina tradicional en la región se ha convertido en un complemento de la medicina 
moderna y una fuente de ingresos. Estas hierbas medicinales son comercializadas en 
mercados regionales de varias ciudades norteñas en forma de polvos, triturados o partes 
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enteras (Barbarán, 2008; Pérez, 2006). Las plantas medicinales son usadas normalmente 
en forma de infusiones, decocciones, emplastos o cataplasmas. 
Las plantas son organismos sésiles que están constantemente expuestos a 
condiciones ambientales variables, depredadores, entre otros agentes dañinos (Ncube y 
col., 2012). Ésto ha ejercido una presión evolutiva sobre ellas, llevándolas a desarrollar 
elaborados mecanismos de defensa, entre las que se destaca la síntesis de una gran 
variedad de metabolitos, como los compuestos fenólicos, que les permiten superar 
diferentes condiciones de estrés. Estos compuestos son sintetizados fundamentalmente 
como parte de su metabolismo secundario, y si bien no son indispensables para la vida 
de la planta, cumplen un rol fundamental en sus mecanismos de defensa, regulación, 
simbiosis, entre otros. Una característica importante de los metabolitos secundarios son 
sus propiedades beneficiosas para la salud con nulos o escasos efectos secundarios 
adversos, lo que las convierte en agentes terapéuticos atractivos para el tratamiento de 
enfermedades de carácter crónico. 
Puesto que la producción de metabolitos secundarios implica para la planta un 
gasto significativo de energía, normalmente son producidos en conjunto como mezclas 
de diferentes tipos de compuestos. Esto permite maximizar la efectividad de la defensa, 
ya que es menos probable que herbívoros y microorganismos desarrollen resistencia a 
una mezcla de sustancias (Wink, 2010). Un gran número de estudios han demostrado 
que la efectividad de los metabolitos secundarios está asociada a su capacidad para 
actuar sobre varias moléculas diana al mismo tiempo, resultando en un ahorro 
energético para la planta productora (Wink, 2010). Esta misma propiedad es lo que 
confiere a los metabolitos secundarios su gran variedad de propiedades beneficiosas 
para el organismo (actividad antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antialérgica, 
P á g i n a  | 196 
 
 
antiespasmódica, hipotensora, vasodilatadora, hipoglucemiante, etc.) (Ehrman y col., 
2007).  
Esta alta diversidad química dificulta el estudio de las plantas en busca de 
metabolitos con potencialidad terapéutica, por lo que el desarrollo de ensayos rápidos y 
económicos para detectar los principales grupos funcionales de estos compuestos ha 
constituido una valiosa herramienta para obtener una idea aproximada de la 
composición de un gran número de muestras de origen vegetal, permitiendo dirigir 
eficientemente investigaciones más detalladas.  
En el presente trabajo, los diferentes agentes químicos reveladores mostraron 
que existe una gran variabilidad química en las muestras ensayadas, observándose la 
presencia de diferentes tipos de compuestos fenólicos (flavonoides, taninos, cumarinas), 
saponinas, cardiotónicos, triterpenos, derivados antracénicos y alcaloides (Tabla 6). 
Mientras que P. lucida fue la única especie vegetal en la que se detectó la presencia de 
alcaloides, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por D’Almeida y col. (2012) 
para extractos metanólicos de esta especie vegetal, recolectada en la misma región. Por 
otra parte, ensayos conducidos por Niemeyer (2014) en muestras de P. lucida 
recolectadas en distintas regiones de Chile también revelaron una elevada concentración 
de alcaloides en extractos obtenidos con HCl 4 N.  
El género Ephedra es ampliamente conocido por su abundante concentración de 
alcaloides, en particular de efedrina y sus derivados (Caveney y col., 2001). A pesar de 
sus efectos adversos cuando es consumida en grandes cantidades, la efedrina aún 
mantiene su importancia debido a sus fuertes capacidades broncodilatadoras, 
descongestivas y vasopresoras, que la convierten en un agente útil para tratar 
desórdenes asmáticos, alérgicos, resfríos, bronquitis, rinitis, sinusitis, entre otros 
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(Stoynova y Getov, 2010). En Asia, la Ephedra sinica (Ma-Huang) aún cumple un rol 
fundamental en el tratamiento de estas enfermedades.  
Debido a la composición fitoquímica que caracteriza a las especies de Ephedra, 
en el presente trabajo se estudió la presencia de alcaloides en E. multiflora utilizando el 
reactivo de Dragendorff como agente revelador. Sin embargo, no se detectó la presencia 
de estos compuestos en el extracto analizado de esta especie. Si bien no existen muchos 
estudios sobre la composición de E. multiflora, estos resultados concuerdan con los 
obtenidos por Caveney y col. (2001), quienes observaron una diferencia en cuanto a la 
composición de alcaloides (en particular efedrina) entre las especies de Ephedra del 
“nuevo” y “viejo” mundo. Según este estudio, una característica particular de las 
especies de Ephedra del nuevo mundo es la ausencia de efedrina en su composición, 
aunque en algunos casos se ha observado la presencia de otros tipos de alcaloides u 
otros compuestos aminados en pequeñas proporciones.  
Asimismo, algunos estudios han revelado una posible correlación inversa entre 
el contenido de taninos y el contenido de efedrina (Caveney y col., 2001). Correlación 
que parece verse reflejada en E. multiflora, ya que los ensayos cuantitativos realizados 
para el presente trabajo revelaron una elevada concentración de taninos con respecto al 
resto de las plantas analizadas (Tabla 7).  
Gurni y Wagner (1988) y Ricco y col. (2002, 2003, 2006) analizaron especies 
del género Ephedra endémicas de argentinas y observaron una gran variabilidad en 
cuanto a la presencia de taninos, lo cual ha permitido dividirlas en dos grandes grupos 
en función de la presencia o ausencia de taninos (E. multiflora pertenecería al primer 
grupo). Adicionalmente, estos autores observaron una mayor concentración de estos 
compuestos en las partes aéreas con respecto a las raíces, lo cual está en concordancia 
con estudios fitoquímicos y morfológicos en especies de Ephedra norteamericanas, en 
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los cuales se observó que los taninos en altas concentraciones suelen depositarse en los 
tallos dándoles una coloración marrón que ayudaría en la identificación de las especies. 
E. multiflora presenta ramas de una intensa coloración marrón rojiza que le confiere sus 
fuertes propiedades tintóreas; esta coloración podría ser debida a los depósitos de 
taninos antes mencionados. 
Una característica particular que se observó en la mayoría de los extractos es 
que, del total de compuestos fenólicos, el mayor porcentaje correspondió a fenólicos no 
flavonoides (ácidos fenólicos). Sólo en E. multiflora el mayor porcentaje correspondió a 
flavonoides (Tabla 7). Debido a su naturaleza química, la solubilidad de los compuestos 
fenólicos tiende a ser mayor en solventes orgánicos, por lo que su extracción suele 
llevarse a cabo utilizando este tipo de solventes solos o en combinación con agua a fin 
de extraer compuestos de diferentes solubilidades y aumentar la eficiencia de la 
extracción.  
En términos generales, los ácidos fenólicos suelen ser más solubles que los 
flavonoides, y, a su vez, su solubilidad en solventes más polares, como el agua, tiende a 
aumentar cuanto menor es el peso molecular del ácido y/o a medida que aumenta el 
número de grupos oxidrilos en la molécula, siempre y cuando no formen puentes 
hidrógenos intramoleculares (Queimada y col., 2009). Por otra parte, las plantas por lo 
general consiguen aumentar la solubilidad de los diferentes polifenoles adicionando uno 
o más residuos glucosídicos a la molécula. Debido a la alta polaridad del sistema de 
solventes empleado, es probable que los compuestos extraídos correspondan 
mayormente a ácidos fenólicos libres y ligados a azúcares, así como también a 
flavonoides glucosilados. 
Para este estudio también se cuantificaron dos importantes grupos de 
flavonoides: flavonas/flavonoles y flavanonas/dihidroflavononas. Estudios fisiológicos 
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han demostrado que las plantas sintetizan flavonas y flavonoles en grandes cantidades 
en respuesta al ataque de diversos tipos de microorganismos por lo que cabría esperarse 
que estos compuestos se destaquen por sus propiedades antimicrobianas (Kumar y 
Pandey, 2013). En el presente trabajo, la cuantificación fitoquímica reveló el mayor 
contenido de estos compuestos en P. lepidophylla y T. absinthioides.  
Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron las 
propiedades antibacterianas de P. lepidophylla contra bacterias patógenas Gram (+) y 
Gram (-) resistentes a antibióticos (Zampini y col., 2009b), así como sus propiedades 
antifúngicas sobre hongos patógenos del limón (Palavecino Ruiz y col., 2016). Por otra 
parte, diferentes estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas y antivíricas 
de aceites esenciales y diferentes extractos de T. absinthioides. Guerreiro y col. (1990) 
identificaron en T. absinthioides la presencia de la flavona crisosplenetina, conocida por 
sus propiedades antiparasíticas y antivíricas (Skaf y col., 2018; Zhu y col., 2011). 
Entre otras propiedades importantes de las flavonas y flavonoles se destacan sus 
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticarcinogénicas (Tsao, 2010; Pan y 
col., 2010; Soriano de Richards, 2003). T. absinthioides es empleada en medicina 
popular para tratar el cáncer de próstata (Tabla 2), y varios estudios han demostrado el 
efecto tóxico de esta especie vegetal sobre diferentes líneas celulares tumorales, 
mientras que Guerreiro y col. (1990) detectaron la presencia de la flavona casticina en 
extractos de esta planta, conocida por sus propiedades apoptóticas sobre células 
tumorales (Haïdara y col., 2006).  
Por otra parte, J. seriphioides es utilizada en la medicina tradicional como 
analgésico, antipirético y antiinflamatorio. Esta especie presentó la mayor abundancia 
de flavononas y dihidroflavononas, las cuales se destacan por sus propiedades 
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antiinflamatorias, antialérgicas, analgésicas, entre otras (Marzocchella y col., 2011; 
Intekhab y Aslam, 2009). 
 
I.2. Proceso inflamatorio 
La inflamación es un proceso fisiológico complicado que se produce en 
respuesta a una alteración del estado normal de un tejido causado por agentes físicos, 
químicos o biológicos (Koeberle y Werz, 2014). Esta alteración desencadena una 
señalización en cascada, que resulta en la activación de factores de transcripción, 
expresión de diversos genes, aumento de los niveles de las enzimas proinflamatorias y 
la liberación de varias moléculas oxidantes y prooxidantes por parte de las células del 
sistema inmunológico (Reuter y col., 2010). Este desbalance oxidativo que se genera 
durante el proceso inflamatorio, combinado con el exceso de mediadores de la 
inflamación, tienen un efecto dañino sobre los tejidos por su toxicidad, por generar una 
pérdida de la permeabilidad normal del tejido, o un crecimiento celular anormal, así 
como una inhibición del funcionamiento normal del tejido y los órganos, lo cual puede 
llevar a enfermedades de carácter sistémico (Pan y col., 2010).  
En condiciones normales, la inflamación es un proceso autorregulado que 
finaliza cuando el tejido regresa a su estado original. Sin embargo, cuando este sistema 
falla, las condiciones inflamatorias se mantienen a lo largo del tiempo, aumentando el 
daño hasta la aparición de patologías crónicas complejas de difícil tratamiento, como 
cánceres, enfermedades cardiovasculares y articulares, alergias, diabetes, obesidad, etc. 
(Nathan y Ding, 2010).  
El tratamiento tradicional para este tipo de enfermedades se basa en el precepto 
de que para cada enfermedad existe una droga para tratarla. Como resultado, durante 
décadas el desarrollo de fármacos se ha centrado en la búsqueda y síntesis de moléculas 
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que inhiban una serie de pasos específicos de líneas metabólicas claves, con alta eficacia 
terapéutica y pocos efectos secundarios (Koeberle y Werz, 2014).  
A pesar de que esta práctica ha permitido el desarrollo de un gran número de 
fármacos ampliamente utilizados en la medicina moderna, este enfoque limita la 
eficacia de un determinado medicamento debido a la alta especificidad necesaria para 
aliviar y curar los síntomas de una enfermedad. Sin embargo, los procesos patológicos 
no son fenómenos sencillos, sino que, por el contrario, están regidos por una gran 
cantidad de rutas metabólicas diferentes que aumentan su complejidad y dificultan su 
tratamiento. En este sentido, la complejidad y variedad terapéutica de las plantas 
medicinales las convierte en fuentes prometedoras de productos biofarmacéuticos con 
bajos efectos secundarios para el tratamiento de enfermedades de carácter crónico. 
 
I.2.1. Efecto sobre enzimas proinflamatorias 
I.2.1.1. Vía del ácido araquidónico 
La vía del ácido araquidónico es uno de los procesos más importante 
involucrados en la respuesta inflamatoria. Entre las enzimas que catalizan los diferentes 
pasos de esta vía metabólica se destacan tres enzimas principales: la fosfolipasa A2 
(sFLA2), la ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX). Estas tres enzimas regulan 
los pasos principales de la conversión del ácido araquidónico en un grupo de 
mediadores de la inflamación conocidos en conjunto como eicosanoides. A su vez, estas 
moléculas regulan la respuesta inflamatoria al inducir una cascada de reacciones que 
controlan distintos procesos fundamentales, como la quimiotaxis de neutrófilos, la 
vasodilatación, fiebre, etc. (Lucas y col., 2011).  
Idealmente, un control efectivo de la respuesta inflamatoria podría llevarse a 
cabo mediante la inhibición de esta vía metabólica en diferentes niveles a fin de reducir 
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la intensidad de la inflamación, pero manteniendo niveles fisiológicos de mediadores, 
necesarios para la homeostasis (Hwang y col., 2013). Sin embargo, la falta de 
inhibidores específicos de estas enzimas en el mercado dificulta su puesta en práctica.  
Por lo general, los inhibidores específicos desarrollados para las enzimas de la 
vía del ácido araquidónico presentan una gran cantidad de efectos secundarios cuando 
son consumidos por períodos de tiempo prolongados, por lo que su utilización en el 
tratamiento de enfermedades de carácter crónico se ve altamente restringido (Lucas y 
col., 2011). Como resultado, la búsqueda de inhibidores de origen natural ha cobrado 
fuerza por su potencial seguridad de uso, lo cual convierte a las plantas en fuentes 
atractivas de agentes terapéuticos para terapias combinatorias (Koeberle y Werz, 2014). 
La sFLA2 es la primera enzima de esta vía, y se encarga de catalizar la liberación 
del ácido araquidónico y lisofosfolípidos por hidrólisis de los fosfolípidos de la 
membrana plasmática. Esta enzima pertenece a una superfamilia de fosfolipasas que 
participan en una gran variedad de procesos fisiológicos en los tejidos del organismo 
humano (Magrioti y Kokotos, 2013). Entre estas, sólo la sFLA2 y una fosfolipasa 
citosólica (cFLA2), ambas calcio-dependientes, participan en el proceso inflamatorio, 
iniciando la conocida vía del ácido araquidónico (Yarla y col., 2015). Esta enzima está 
asociada a una gran variedad de condiciones patológicas crónicas como artritis 
reumatoidea, aterosclerosis, cánceres y enfermedades cardiovasculares y neurológicas 
(Magrioti y Kokotos, 2013).  
Por ser la primera enzima de la vía (y un paso limitante de la misma), encontrar 
inhibidores específicos significaría una gran ventaja en el tratamiento de diversas 
enfermedades de carácter inflamatorio crónico. Sin embargo, hasta la fecha no ha sido 
posible desarrollar agentes que inhiban eficientemente la sFLA2 sin efectos secundarios 
(Magrioti y Kokotos, 2013), por lo que la búsqueda se ha volcado hacia los compuestos 
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fitoquímicos. Diversos estudios han demostrado la capacidad de diversos flavonoides 
como quercetina, miricetina, apigenina, quercitrina, etc. (Lindahl y Tagesson, 1997), 
fenil propanoides (ácido caféico y ácido ferúlico) (Zalewski y col., 2011), así como, 
catequinas (epigalocatequina galato o EGCG), antocianidinas (Gu y col., 2011) y 
procianidinas (Costa y col., 2012) para inhibir la actividad de esta enzima. 
Nuestros estudios revelaron que las especies vegetales que presentaron los 
mayores niveles de inhibición de esta enzima pertenecen a la familia Asteraceae, 
destacándose las tres especies de Parastrephia analizadas, las dos especies de Baccharis 
y T. absinthioides. La revisión de la bibliografía disponible ha revelado que dos 
especies de Baccharis (B. oxyodonta y B. uncinella) son capaces de inhibir la 
fosfolipasa (Zalewski y col., 2011; Pena Ferreira, 2014). Sin embargo, a nuestro 
conocimiento, este es el primer reporte sobre la capacidad inhibitoria de la sFLA2 de dos 
especies de Baccharis que crecen en la Puna argentina. 
Por otra parte, la capacidad inhibitoria de de las seis especies más activas en el 
presente trabajo (44%-63% de inhibición a una concentración de 200 µg/ml) es similar a 
la exhibida por extractos acuosos de la cáscara de Aloe vera (50% de inhibición con 220 
µg/ml), y menor a la presentada por extractos acuosos de corteza de Mangifera indica 
(mango) (inhibición del 95% 40 µg/ml) (Kammound y col., 2011; Dhananjaya y 
Shivalingaiah, 2016).  
En el caso particular de la fosfolipasa, algunos estudios han revelado que los 
principales metabolitos secundarios responsables de su inhibición parecen ser 
compuestos presentes en relativamente bajas concentraciones en las especies de esta 
familia, como algunos flavonoides y una fracción de compuestos más lipofílicos entre 
los que se encuentran di y tri-terpenos, y lactonas sesquiterpénicas (Chagas-Paula y col., 
2015; Nworu y Akah, 2015). La naturaleza lipofìlica de estos compuestos parece 
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facilitar su ingreso en el sitio activo de la fosfolipasa, permitiendo una inhibición 
competitiva de la misma.  
Los ensayos cualitativos llevados a cabo para el presente estudio han revelado la 
presencia de estos compuestos en las dos especies de Baccharis analizadas. Asimismo, 
una revisión bibliográfica llevada a cabo por Abad Martinez y col. (2005) confirma la 
identificación de diversos compuestos terpenoides y sesquiterpenos en B. incarum y B. 
boliviensis, responsables de algunas de sus propiedades antimicrobianas y 
antiinflamatorias. Adicionalmente, estudios fitoquímicos sobre el género Baccharis han 
identificado a diterpenoides en todas las especies de este género, así como también 
triterpenos y sesquiterpenos, como responsables de algunas de sus propiedades 
antiinflamatorias y antimicrobianas (Abad y Bermejo, 2007).  
El análisis fitoquímico por HPLC-ESI-MS/MS del extracto de T. absinthioides 
reveló la presencia de diferente sesquiterpenos (Tabla 15), los cuales podrían ser los 
responsables de su actividad sobre esta enzima. Este estudio también permitió 
identificar diversos flavonoides como rutina, kaempferol y quercetina en P. lucida, cuya 
actividad sobre la fosfolipasa ha sido demostrada (Nworu y Akah, 2015), por lo que 
podrían ser los responsables de la capacidad inhibitoria de los extractos de esta especie 
sobre la sFLA2. Los trabajos llevados a cabo por D’Almeida y col. (2013) y por 
Echiburu-Chau y col. (2017) confirman la presencia de los flavonoides kaemferol y 
quercetina en extractos metanólicos y etanólicos de esta especie.  
Adicionalmente, Echiburu-Chau y col. (2017) identificaron en extractos de 
etanol absoluto de P. lucida la presencia de terpenos clerodánicos. Estos compuestos 
podrían ser parcialmente responsables de la capacidad de P. lucida para inhibir la 
sFLA2, ya que estudios realizados por Benrezzouk y col. (1999) han demostrado la 
capacidad de estos compuestos para inhibir la actividad de la sFLA2 humana. 
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El ácido araquidónico liberado por la sFLA2 es rápidamente oxidado por dos 
vías paralelas: una vía es catalizada por la enzima ciclooxigenasa (COX), blanco 
principal de los antiinflamatorios comerciales; mientras que la otra vía es catalizada por 
la enzima lipoxigenasa (LOX).  
En el proceso inflamatorio, la enzima LOX sintetiza, a partir del ácido 
araquidónico, hidroperóxidos (HPETE) y leucotrienos (LT), y está asociada a una gran 
variedad de enfermedades de carácter crónico como alergias, asma, aterosclerosis, 
fibrosis hepática, ciertos tipos de cánceres, entre otras (Ribeiro y col., 2014). Puesto que 
tanto la LOX como la COX comparten el mismo sustrato, la inhibición de la COX por 
los antiinflamatorios comerciales genera un desvío del ácido araquidónico hacia la vía 
de la lipoxigenasa, aumentando la producción de leucotrienos (Dennis y Norris, 2015). 
Este fenómeno, ha generado la necesidad de desarrollar inhibidores duales o específicos 
de esta enzima que permitan un control más eficiente de esta vía. 
Los ensayos llevados a cabo en el presente trabajo revelaron que todas las 
especies analizadas fueron capaces de inhibir la actividad de la LOX in vitro, 
destacándose E. multiflora como la especie más activa. Si bien, a nuestro conocimiento, 
no existen estudios científicos sobre el efecto de las diferentes especies de Ephedra 
sobre esta enzima, Liu y Luo (2007) demostraron la capacidad de la Herbae Ephedrae 
(formada por partes aéreas de E. sinica u otras especies de Ephedra asiáticas) para 
inhibir la expresión de la LOX, así como también la producción de leucotrieno C4 
(LTC4) en ratones asmáticos.  
E. multiflora es masticada por los habitantes de la Puna argentina para calmar el 
dolor de muelas (Villagrán y col., 2003). Existes diferentes causas de los dolores 
molares, entre las que se encuentran las causadas por gingivitis agudas y crónicas, así 
como periodontitis. Se ha la presencia de altos niveles de eicosanoides como PGE2, 
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tromboxanos, prostaciclinas y leucotrienos B4 (LTB4) en tejidos gingivales inflamados y 
en líquidos del surco gingival (Fredman y col., 2011), por lo que estos resultados 
respaldarían el uso tradicional de esta especie vegetal.  
Diversos estudios han demostrado la capacidad de una gran variedad de 
metabolitos secundarios vegetales para inhibir la LOX, entre los que se destacan la 
quercetina y la luteolina, cuyas propiedades sobre esta enzima han sido demostradas en 
modelos in vitro y en cultivos celulares (Kim y col., 2005; Lee y Kim, 2010; Ribeiro y 
col., 2014). Estos flavonoides fueron identificados en los extractos hidroalcohólicos de 
E. multiflora mediante estudios de HPLC-ESI-MS/MS. El fuerte efecto de esta especie 
vegetal sobre la LOX podría ser resultado de la gran cantidad de derivados de la 
quercetina que contiene, así como también podría deberse al efecto combinado de otros 
flavonoides identificados, como miricetina, vitexina/isovitexina y epicatequina, para los 
cuales también se ha reportado actividad inhibitoria de la LOX (Prasad y col., 2012; 
Paval y col., 2009; Schewe y col., 2002). 
Si bien es necesario llevar a cabo estudios en modelos in vivo a fin de confirmar 
el efecto inhibitorio de los extractos de las especies analizadas sobre la LOX, estos 
resultados preliminares son importantes debido a la dificultad de encontrar inhibidores 
específicos de la LOX. Las especies vegetales analizadas en el presente estudio tienen 
un largo historial de uso seguro a lo largo de siglos entre las comunidades andinas, por 
lo que tienen un importante potencial para ser utilizadas en enfermedades de carácter 
crónico. 
El blanco de los antiinflamatorios no esteroidales comercialmente es la enzima 
ciclooxigenasa (COX). Éstos ejercen su acción inhibiendo irreversible o 
transitoriamente la actividad de esta enzima, bloqueando de esta forma la producción de 
prostanoides (prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas) (Crofford, 2013). La COX 
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existe en el organismo en dos isoformas: una constitutiva, COX-1, que cumple 
funciones fisiológicas importantes y se expresa mayormente en el estómago, intestino y 
riñones, y una isoforma inducible (COX-2), la cual es sintetizada por algunas células del 
cuerpo, principalmente del sistema inmune, en respuesta a diversos estímulos 
(Salvemini y col., 2013).  
Los prostanoides sintetizados por la COX-2 actúan fundamentalmente durante el 
proceso inflamatorio. Por lo tanto, mientras que una isoforma tiene funciones 
homeostáticas y protectoras para el organismo, la otra, cuando produce prostanoides en 
grandes cantidades y por períodos de tiempos prolongados, puede desencadenar la 
aparición de diversas enfermedades de carácter crónico (Dennis y Norris, 2015).  
La dificultad del tratamiento de estas enfermedades está asociada a la alta 
similitud entre las dos isoformas de la COX, las cuales comparten un 60% de sus 
estructuras (Salvemini y col., 2013). Como resultado, la mayoría de los antiiflamatorios 
que se encuentran en el mercado son inespecíficos, inhibiendo ambas isoformas con 
distintos niveles de especificidad relativa, lo cual desencadena la aparición de los 
efectos secundarios indeseables que los caracterizan (Crofford, 2013).  
La necesidad de inhibir específicamente a la isoforma proinflamatoria, a fin de 
evitar estos efectos adversos, ha llevado al desarrollo de nuevos inhibidores específicos 
de las COX-2. Sin embargo, éstos también han demostrado desencadenar la aparición de 
enfermedades secundarias cuando son consumidos por períodos de tiempo prolongados. 
Por lo tanto, la búsqueda de nuevos antiinflamatorios se ha volcado hacia las plantas 
medicinales, cuya utilización ha perdurado en las diferentes culturas a pesar del auge de 
la medicina sintética. 
Las plantas estudiadas en la presente tesis fueron analizadas para determinar su 
capacidad de inhibir la actividad y expresión de la COX-2 en modelos enzimáticos y 
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celulares. Si bien la mayoría de las especies tuvo efecto sobre la actividad de esta 
enzima a la concentración ensayada en sistemas libres de células, sólo cinco especies 
tuvieron efecto sobre la expresión de esta enzima en líneas celulares de macrófagos 
RAW 264.7 (P. lucida, P. phyliciformis, B. tola y T. absinthioides). En estos ensayos se 
destaca el efecto preferencial de T. absinthioides sobre la inhibición de la expresión de 
esta enzima (44% de inhibición de la expresión, frente a 26% de inhibición de la 
actividad enzimática para la misma concentración evaluada).  
La capacidad antiinflamatoria de estas especies parece ser una propiedad 
ampliamente difundida en la familia Asteraceae, la cual ha sido confirmada en diversos 
estudios. En particular se observó una capacidad generalizada entre las diversas especies 
de esta familia para inhibir las enzimas LOX y COX, destacándose la capacidad de 
varias especies para actuar como inhibidores duales (Chagas-Paula y col., 2015). 
Por otra parte, si bien no existen muchos estudios sobre la actividad 
antiinflamatoria de las especies de la Puna argentina, estudios previos realizados con 
extractos etanólicos (etanol 60° y 80°) de P. lucida, B. boliviensis, B. tola y Ch. 
atacamensis respaldarían el efecto inhibitorio de la actividad de la COX-2 por estas 
especies vegetales (Alberto y col., 2009; D’Almeida y col. 2013).  
D’Almeida y col. (2013) demostraron en extractos metanólicos de P. lucida la 
presencia de flavonoides, entre ellos flavonas como sakuranetina, apigenina y luteolina, 
así como también flavonoles como quercetina y kaempferol, como responsables del 
efecto de esta planta sobre la enzima COX-2. Algunos de estos flavonoides (kaempferol 
y quercetina) fueron también identificados en los extractos utilizados en el presente 
trabajo (Tabla 15) y en extractos etanólicos obtenidos por Echiburu-Chau y col. (2017), 
por lo que podrían ser responsables de la actividad de P. lucida sobre la COX-2. Otros 
estudios han identificado en B. boliviensis la presencia del ácido cumárico (Abad 
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Martinez y col., 2005), cuyo efecto sobre la enzima COX-2 ha sido demostrado (Luceri 
y col., 2004, 2007), y podría ser uno de los compuestos responsables de la actividad 
observada en el presente trabajo sobre esta enzima. El estudio de HPLC-ESI-MS/MS 
realizado para el presente trabajo también reveló la presencia de un derivado del ácido 
cumárico en P. lucida (Tabla 15).  
 
I.2.1.2. Hialuronidasa 
La enzima hialuronidasa hidroliza el ácido hialurónico (también conocido como 
hialuronano) presente en el medio extracelular de diversos tejidos en respuesta a varios 
estímulos como INF-α e IL-1β. Se ha demostrado que está sobre-expresada en diversas 
enfermedades de carácter inflamatorio, entre las que se destacan enfermedades 
pulmonares y dérmicas (Girish y col., 2009). El carácter hidrolítico de esta enzima 
aumenta la permeabilidad de los tejidos afectados, permitiendo la diseminación de la 
respuesta inflamatoria a través de una superficie mayor del tejido.  
Por otra parte, estudios recientes han demostrado la característica dual del ácido 
hialurónico en el organismo (Esser y col., 2012; Petrey y de la Motte, 2014). Si bien las 
moléculas de hialuronano de alto peso molecular ejercen un efecto protector en el 
organismo, actuando como indicadores de la integridad de los tejidos, y suprimiendo la 
respuesta inflamatoria; los fragmentos de bajo peso molecular han demostrado ser 
inductores del proceso inflamatorio al estimular la transcripción de metaloproteinasas y 
genes asociados a la respuesta inflamatoria (Petrey y De la Motte, 2014). Asimismo, se 
ha demostrado que tienen propiedades angiogénicas y estimulan la producción de 
citoquinas y la acción del sistema inmune (Girish y col., 2009). 
 Diversos estudios han demostrado la capacidad de un gran número de especies 
vegetales con conocidas propiedades medicinales para inhibir la actividad de la enzima 
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hialuronidasa (Scotti y col., 2016). En nuestros estudios, si bien todas las especies 
fueron capaces de inhibir esta enzima en las concentraciones evaluadas, sólo 4 especies 
alcanzaron la CI50 para esta enzima. Entre ellas, T. absinthioides se destacó por 
presentar un CI50 entre 2 y 3 veces inferior al de la indometacina y quercetina. Por otra 
parte, Shibata y col. (2002) evaluaron la capacidad inhibitoria del antialergénico DSCG 
(cromoglicato de sodio) y los polifenoles catequina y EGCG (epigalocatequina galato) 
sobre esta enzima. Cabe destacar que al comparar los valores de CI50 obtenidos en el 
presente trabajo para T. absinthiodes con los obtenidos por Shibata y col. para los 
compuestos antes mencionados (140, 180 y 90 µg/ml respectivamente), T. absinthioides 
resultó ser más activa que el antialérgico DSCG y la catequina, mientras que presenta 
una actividad similar a la de la EGCG.  
Por otra parte, T. absinthioides mostró mayor potencia inhibitoria de la 
hialuronidasa que la soja (Glycine max), comúnmente utilizada en cosmética como 
componente de cremas anti-age por sus propiedades antioxidantes, antielastasa y 
anthialuronidasa (Scotti y col., 2016). Así también, presentó mayor nivel de inhibición 
que otras especies medicinales ampliamente comercializadas para tratar los síntomas de 
enfermedades respiratorias como Hedera helix, la cúrcuma (Curcuma longa), y una 
variante asiática de la canela (Cinnamomum cassia) (Maffei Facino y col., 1995; Lee y 
col., 1999; Choi y col., 2014). 
Entre los compuestos naturales con conocida capacidad inhibitoria de la 
hialuronidasa se encuentran terpenos y sesquiterpenos (Girish y col., 2009), los cuales 
fueron identificados en el extracto hidroalcohólico de T. absinthioides por HPLC-ESI-
MS/MS (Tabla 15), y podrían ser responsables de la actividad de esta especie vegetal. 
Ono y col. (2000) aislaron los metabolitos responsables de la actividad anti-
hialuronidasa de otra especie de Tessaria (T. integrifolia), conocida por su capacidad 
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inhibitoria de esta enzima, entre los que se destaca un derivado del ácido cafeoilquínico; 
compuesto que fue identificado en el extracto hidroalcohólico de T. absinthioides. 
Adicionalmente, otros estudios han demostrado que las moléculas responsables 
de la actividad anti-hialuronidasa de una gran cantidad de plantas medicinales chinas 
comúnmente utilizadas contra el veneno de serpientes eran los taninos, observándose 
una proporcionalidad directa entre el contenido de taninos y su actividad (Liu y col., 
2015). Estos compuestos fueron encontrados en las especies vegetales que alcanzaron la 
CI50 para esta enzima (E. multiflora, T. andina y J. seriphioides).  
 
I.2.1.3. Óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 
 El óxido nítrico (NO) es generado por los macrófagos a partir de una oxidación 
de la L-arginina catalizada por la enzima iNOS en respuesta a diferentes estímulos, 
como lipopolisacáridos bacterianos y citoquinas proinflamatorias (Víteček y col., 2012). 
Si bien el NO cumple un rol importante en la vasodilatación localizada y en los 
mecanismos de defensa del organismo, cuando es sintetizado en grandes cantidades y 
por tiempo prolongado, puede ocasionar un daño oxidativo, shock séptico, necrosis, 
exacerbar la respuesta alérgica, etc., que caracterizan una gran cantidad de patologías 
crónicas como gastroenteritis, artritis reumatoidea, asma, etc. (Bae y col., 2012). 
 La enzima óxido nítrico sintasa existe en el organismo en tres isoformas: dos 
constitutivas calcio-dependientes presentes en el endotelio y en neuronas, y una 
isoforma inducible (iNOS), que es expresada durante la inflamación aguda y crónica en 
respuesta a diversos estímulos (Víteček y col., 2012). El NO generado por esta isoforma 
es capaz de modular la actividad de diferentes enzimas por nitrosilación de sus grupos 
tioles, o por eliminación del Fe2+ de su sitio activo. Asimismo, el NO puede conjugarse 
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con el anión superóxido para generar peroxinitrito, un potente agente oxidante, 
proinflamatorio y citotóxico (Szabo y col., 2002).  
 La revisión bibliográfica ha revelado numerosos estudios sobre la búsqueda y 
desarrollo de inhibidores específicos de esta enzima, destinados principalmente a 
enfermedades cardiovasculares, migrañas y al tratamiento de determinados tipos de 
cánceres (Janakiram y Rao, 2012; Kopincová y col., 2012). La gran mayoría de estos 
inhibidores específicos se encuentran todavía en etapas clínicas o preclínicas, con 
resultados variables y efectos secundarios contradictorios (Víteček y col., 2012; 
Kopincová y col., 2012). Por lo que la búsqueda de inhibidores específicos de la iNOS 
se ha volcado hacia los metabolitos secundarios de plantas medicinales que son 
utilizadas para tratar patologías de carácter inflamatorio. 
 En el presente trabajo, el análisis del efecto de 13 especies medicinales de la 
Puna argentina sobre la producción de NO en cultivos celulares reveló una mayor 
actividad entre las especies pertenecientes a la familia Asteraceae, destacándose en 
particular P. lucida, la cual resultó hasta tres veces más activas que algunas de las siete 
especies que alcanzaron el 50% de inhibición de la actividad de la enzima. De las siete 
especies que inhibieron la producción de NO en cultivos celulares (P. lucida, P. 
phyliciformis, P. lepidophylla, B. boliviensis, B. tola, T. absinthioides y J. seriphioides), 
5 también inhibieron la expresión de la enzima (P. lucida, P. phyliciformis, P. 
lepidophylla, B. tola y T. absinthioides). 
Por otra parte, B. tola presentó una baja capacidad de depurar NO en sistemas 
libres de células (Tabla 12), por lo que su efecto probablemente se debe mayormente a 
la inhibición de la actividad y expresión de la enzima. Mientras que las tres especies de 
Parastrephia analizadas, B. boliviensis y T. absinthioides actuarían en diferentes grados 
inhibiendo la actividad y expresión de la enzima, y depurando el NO generado.  
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Otros estudios han demostrado la capacidad de otras especies de Baccharis para 
inhibir la producción de NO y la expresión de la iNOS (Abad y col., 2006; Pádua y col., 
2013). Al comparar la capacidad inhibitoria de la producción de nitritos exhibida por B. 
tola y B. boliviensis a 200 µg/ml con los resultados obtenidos por Abad y col. (2006), se 
puede observar que las dos especies de Baccharis analizadas en el presente trabajo 
presentaron una mayor capacidad inhibitoria que el extracto en diclorometano de B. 
pentlandii. Por otro lado, B. tola presentó niveles de inhibición similares a los exhibidos 
por el extracto acuoso de B. latifolia. 
Uno de los principales compuestos identificados tanto en P. lucida como en T. 
absinthioides en el presente trabajo fueron los ácidos cafeoilquínico y dicafeoilquínico, 
y sus derivados, los cuales podrían ser los responsables de las actividades observadas en 
estas especies vegetales, ya que Puangpraphant y col. (2011) demostraron que el ácido 
quínico, ácido caféico y ácidos dicafeoilquínicos obtenidos a partir de la yerba mate 
(Ilex paraguariensis) inhiben la producción de NO y la expresión de la iNOS.  
 Estudios recientes han demostrado una importante correlación entre la actividad 
de la iNOS y la COX-2. Según los mecanismos propuestos, la iNOS sería capaz de 
unirse directamente a la COX-2, y la activaría por S-nitrosilación (Janakiram y Rao, 
2012). Adicionalmente, el NO generado depuraría los aniones superóxido generados por 
la COX-2, los cuales participan en un ciclo de auto-inhibición en esta enzima. De esta 
forma, al reaccionar el NO con los aniones superóxido para producir peroxinitritos, 
estaría limitando la cantidad necesaria de estos iones para auto-inhibir la COX-2, 
aumentando su actividad (Salvemini y col., 2013). Por lo tanto, al inhibir la iNOS sería 
posible controlar la respuesta inflamatoria no sólo por eliminación del NO y 
consecuentes radicales generados como resultado de la actividad de esta enzima, sino 
también por medio de la regulación de la actividad de la COX-2.  
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La búsqueda de inhibidores duales de estas dos enzimas resulta prometedora 
para el tratamiento de enfermedades crónicas en las cuales se ha demostrado una 
sobreexpresión de las mismas, como cáncer de colon, enfermedades neurodegenerativas 
y cardiovasculares, etc. (Luiking y col., 2010; Zarghi y Arfei, 2011). Es interesante 
destacar que algunas de las especies que fueron capaces de inhibir la expresión de la 
iNOS, también fueron capaces de inhibir la expresión de la COX-2, como P. lucida, P. 
phyliciformis, B. tola y T. absinthioides. 
 
I.2.2. Protección de la membrana de los glóbulos rojos 
 Durante el proceso inflamatorio, los monocitos y neutrófilos pueden sufrir daños 
o entrar en apoptosis, con la consecuente liberación de lisosomas al medio extracelular. 
Una vez en el medio extracelular, el desbalance osmótico lleva a la ruptura de los 
lisosomas, lo cual genera un daño secundario al tejido afectado debido a la liberación de 
enzimas y a la peroxidación lipídica (Crowley, 2010). Todo esto exacerba la respuesta 
inflamatoria pudiendo derivar en un estado crónico y en la aparición de diversas 
enfermedades. La estabilización de las membranas evitaría la liberación de proteínas 
séricas y fluidos hacia el tejido afectado durante las fases de mayor permeabilidad del 
proceso inflamatorio ocasionada por los diversos mediadores de la inflamación 
(Ghumare y col., 2017). Los agentes capaces de inhibir la lisis de los lisosomas 
ayudarían a controlar la respuesta inflamatoria, evitando un mayor daño en el tejido 
afectado. 
Al realizar este ensayo, se observó que la mayoría de las especies estudiadas 
presentaron considerable capacidad protectora de la membrana de los glóbulos rojos, 
salvo Ephedra multiflora. Los mayores niveles de estabilización se observaron entre las 
especies de la familia Asteraceae, y en Junellia seriphioides (Verbenaceae).  
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Este ensayo ha permitido determinar la actividad antiinflamatoria y antiartrítica 
de numerosas plantas medicinales asiáticas como el haba de la india (Pongamia 
pinnata), bignonia azul (Thunbergia grandiflora), Vernonia anthelmintica, falsa 
margarita (Eclipta alba), malva índica (Abutilon indicum), etc. En todos los casos, las 
especies medicinales fueron capaces de proteger la membrana de los glóbulos rojos en 
un rango de concentraciones semejante a las exhibidas por las especies analizadas en el 
presente trabajo (1 mg/ml y 2 mg/ml) (Rajurkar y col., 2009; Manvar y Desai, 2014; 
Alam y col., 2015; Singh y col., 2013; Uddin y col., 2015). 
Según la bibliografía analizada, los antiinflamatorios comerciales pueden ejercer 
su acción inhibiendo a las enzimas hidrolíticas una vez que son liberadas de los 
lisosomas, o por estabilización de su membrana. En el presente trabajo se evaluó el 
efecto de dos antiinflamatorios comerciales, indometacina y dexametasona, los cuales 
alcanzaron sus máximos niveles de inhibición con 0,1 mg/ml (13%) y 0,2 mg/ml (38%), 
respectivamente, sin alcanzar el 50% de protección en todo el rango de concentraciones 
evaluadas. Mientras que seis de las 13 especies vegetales estudiadas alcanzaron el 50% 
de protección: B. boliviensis, B. tola, C. keidelii, P. lepidophylla, P. phyliciformis, y J. 
seriphioides en el rango entre 0,8 y 1,29 mg/ml.  
Azeem y col. (2010) utilizaron como control para este ensayo el antiinflamatorio 
diclofenac, el cual alcanzó su máximo de protección (32,55%) con 5 mg/ml, siendo 
menos activo que las especies evaluadas en el presente trabajo. Entre los 
antiinflamatorios comerciales utilizados como controles positivos en la bibliografía, la 
prednisolona presentó la mayor capacidad protectora de la membrana de los glóbulos 
rojos, con un 86,36% de protección con 0,1 mg/ml (Rajakumar y Anandhan, 2011), 
siendo más activo que todas las especies evaluadas en este trabajo.  
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Esta técnica no sólo permite evaluar indirectamente el efecto protector de los 
extractos sobre la membrana de los lisosomas, sino que también permite determinar 
directamente su capacidad para proteger la membrana de los glóbulos rojos. Ésta es una 
propiedad importante, puesto que se ha demostrado que la producción de autoantígenos 
en ciertas enfermedades de carácter inflamatorio puede ser ocasionada por la 
desnaturalización de proteínas y por la hemólisis de los glóbulos rojos. Adicionalmente, 
cualquier daño ocasionado a la membrana la hace más susceptible a daños debido a la 
peroxidación de los lípidos de membrana ocasionada por radicales libres (Ghumare y 
col., 2017).  
 
I.3. Capacidad antioxidante 
 En condiciones fisiológicas, los radicales libres se generan como resultado del 
metabolismo normal de las células, y son rápidamente eliminados por la maquinaria 
antioxidante del organismo. De esta forma se reestablece el balance radicalario a niveles 
inofensivos para el organismo. Sin embargo, cuando la cantidad de radicales generados 
sobrepasa la capacidad depuradora de este sistema antioxidante, se desencadena un 
desbalance oxidativo conocido como estrés oxidativo (Pisoschi y Pop, 2015).  
Dependiendo de su gravedad, este estrés oxidativo puede generar graves daños 
en los tejidos, contribuyendo a estados patológicos como la inflamación. Durante el 
proceso inflamatorio los radicales libres cumplen un papel importante como parte de la 
actividad metabólica de diversas enzimas proinflamatorias e inducen la expresión de 
genes proinflamatorios (Charlier y Michaux, 2003). Esto genera un daño adicional al 
tejido afectado que puede derivar en una condición crónica. 
 Además de contribuir a la generación de radicales, algunos iones metálicos 
actúan como cofactores de enzimas que catalizan vías metabólicas fundamentales como 
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la LOX y la COX-2. El hierro forma parte de un dominio tipo hemo en la COX-2, 
actuando como cofactor para la enzima, mientras que la actividad de la LOX depende 
de un ciclo de óxido-reducción, en el cual un ión ferroso no hemo actúa como aceptor 
de electrones, alternando entre un estado activo como Fe3+, y un estado inactivo como 
Fe2+ (Charlier y Michaux, 2003). Por lo que se podría inhibir la actividad de la LOX 
quelando el Fe2+, para evitar su activación, o reduciendo el Fe+3, llevando a la enzima 
nuevamente a su estado inactivo.  
Adicionalmente, el hierro contribuye al estrés oxidativo por medio de la reacción 
de Fenton, la cual promueve la síntesis de especies altamente reactivas como el radical 
hidroxilo (HO
▪) bajo las condiciones oxidantes de la mitocondria (Thomas y col., 
2009). Es por esto que aquellas moléculas capaces de quelar el Fe2+ o reducir el Fe3+ 
contribuirían directa o indirectamente a aliviar la inflamación.  
Todas las especies vegetales analizadas fueron capaces de reducir el Fe3+, 
destacándose algunas especies como E. multiflora con el mayor nivel de reducción, y 
dos especies de Parastrephia y T. andina con valores de CR50 inferiores a los 30 µg/ml 
(Tabla 10). Si bien no existen estudios específicos sobre las actividades de E. 
multiflora, se ha demostrado la capacidad de otras especies de Ephedra (E. procera, E. 
pachyclada, E. strobilacea) para reducir el Fe3+ (Parsaeimehr y col., 2010). Un estudio 
realizado por Fernández y col., (2002) demostró no sólo la capacidad reductora de 
algunos flavonoides que fueron identificados en E. multiflora (Tabla 15), sino también 
su mecanismo de acción y efectividad. En esta especie se encuentran derivados de los 4 
flavonoides más activos en la reducción del Fe3+ (luteolina, quercetina, miricetina y 
catequina), lo cual explicaría la capacidad reductora de esta especie.  
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Por otra parte, Rojo y col. (2009) demostraron la capacidad de extractos acuosos 
de P. lepidophylla, P. lucida, B. tola, Ch. atacamensis y A. deserticola recolectadas en 
Chile para reducir y quelar los cationes del hierro, lo cual confirma los resultados 
obtenidos en el presente trabajo. 
La quelación de metales requiere de una estructura más específica, siendo 
posibles 3 puntos de acomplejamiento: entre dos hidroxilos en las posiciones 3’ y 4’ del 
anillo B; entre un grupo oxo en la posición 4 del anillo C y un grupo hidroxilo en la 
posición 5 del anillo A; y entre el grupo 4-oxo y un hidroxilo en la posición 3 del anillo 
C (Fernandez y col., 2002). Estos son, asimismo, puntos comunes de dimerización y 
unión de sustituyentes como los azúcares, como ocurre en los compuestos identificados 
para tres de las especies vegetales (Tabla 15), lo cual explicaría la baja capacidad 
quelante observada de las especies analizadas. 
Otro posible mecanismo regulatorio estaría determinado por la capacidad para 
depurar radicales libres y especies reactivas del oxígeno (EROs). Estas especies 
prooxidantes actúan durante el proceso inflamatorio no sólo aumentando el daño en el 
tejido afectado, sino también regulando la actividad de enzimas fundamentales (como el 
NO sobre la actividad de la COX-2) y la expresión de diversos genes proinflamatorios 
(Reuter y col., 2010). Asimismo, algunas enzimas, como la LOX, requieren de radicales 
libres intermediarios en su ciclo catalítico, por lo que su eliminación permitiría 
inhibirlas (Radmark y col., 2007). Éste sería otro posible mecanismo de acción de las 
especies vegetales analizadas, debido a la fuerte capacidad depuradora de radicales que 
mostraron en el ensayo con el radical catión ABTS·+ (Tabla 11). 
En conclusión, las propiedades antioxidantes mostradas por las especies 
vegetales ayudarían a mitigar el daño ocasionado por el estrés oxidativo característico 
de patologías crónicas asociadas a procesos inflamatorios y podrían explicar su 
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mecanismo de acción sobre la LOX. En base a los resultados obtenidos, se podría inferir 
que de los tres posibles mecanismos de inhibición para esta enzima (reducción del Fe3+, 
quelación del Fe2+ y depuración de los radicales libres intermediarios), los extractos de 
las especies vegetales actuarían principalmente por reducción del Fe3+ y depuración de 
los radicales libres, a excepción de A. deserticola y T. andina, las cuales también 
podrían actuar quelando el Fe2+ (Tabla 14).  
Si bien el mecanismo de inhibición podría ser más complejo, como es el caso de 
la quercetina, la cual además sufre una descomposición a ácido protocatéquico, se ha 
demostrado que flavonoides como algunas isoflavonas son capaces de inhibir no 
competitivamente la actividad de esta enzima al reducir o atrapar el ácido graso 
intermediario reactivo (LOO.) y por reducción del Fe3+ (Sanda Chedea y Jikasa, 2011). 
Asimismo, otros estudios han demostraron que polifenoles de té negro y té verde 
inhiben no competitivamente la actividad de la LOX por reducción del Fe3+ y formación 
de un complejo con la enzima (Banerjee, 2006). 
Como se mencionó anteriormente, el óxido nítrico (NO) es una pequeña 
molécula prooxidante que cumple una función dual en el organismo, actuando tanto en 
procesos patológicos como en procesos fisiológicos fundamentales para el correcto 
funcionamiento y defensa del organismo (Víteček y col., 2012). La mayor parte del NO 
es sintetizado por las distintas isoformas de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) 
presentes en diferentes tipos celulares a partir de la L-arginina. Sin embargo, existen 
fuentes no enzimáticas de NO que contribuirían a las concentraciones fisiológicas de 
esta molécula. Así, el NO también es producido a partir de la reducción de nitratos y 
nitritos en condiciones acídicas y oxidantes, fundamentalmente en la saliva, intestino, 
estómago y pulmones (Janakiram y Rao, 2012).  
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Además de la S-nitrosilación de proteínas y el efecto regulador que ejerce esta 
molécula sobre la COX-2 por reacción con el anión superóxido, el NO es capaz de 
regular la actividad de enzimas por unión con sus grupos hemo, así como también 
contribuye al daño celular y al estrés oxidativo por formación de peroxinitritos (Lo Faro 
y col., 2014). Es por esto que resulta importante no sólo inhibir la iNOS, sino también 
depurar el NO y sus diversas especies reactivas (nitratos, nitritos y peroxinitritos) a fin 
de reducir los daños generados por esta molécula.  
En los últimos años, los estudios se han abocado a la búsqueda de fuentes 
naturales, en particular plantas medicinales, como alternativa segura para mitigar los 
efectos adversos del NO en los procesos patológicos crónicos en los que está implicado. 
Para este propósito, 4 especies medicinales se destacaron por su capacidad depuradora 
del NO en sistemas libres de células: C. keidelii, P. phyliciformis, E. multiflora y T. 
andina. En particular, T. andina fue la única especie que alcanzó el CD50. Si bien no fue 
capaz de inhibir la actividad de la enzima iNOS, su alta capacidad depuradora del NO 
remarca su potencial utilización como antioxidante.  
 
I.4. Toxicidad 
 Las nuevas tendencias en cuanto a la evaluación de la toxicidad de potenciales 
agentes terapéuticos apuntan a la reducción del sufrimiento y del número de animales 
utilizados, favoreciendo el empleo de prácticas más éticas y menos dañinas. Por otra 
parte, los ensayos con animales suelen requerir semanas para obtener resultados 
concluyentes, además de demandar una cantidad considerable de espacio en condiciones 
adecuadas, lo cual complica los estudios cuando se deben analizar un gran número de 
muestras. Es por ello que los micro-métodos han alcanzado gran popularidad como 
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técnicas de screening preliminares cuando se tiene un gran número de muestras, ya que 
permiten reducir los tiempos de evaluación y el número de animales empleados. 
  La toxicidad de los extractos a nivel celular se determinó en función de la 
capacidad hemolítica de los mismos. El empleo de glóbulos rojos como modelos de 
toxicidad ha aumentado debido a su disponibilidad, la simplicidad de su estructura 
interna y su facilidad de manejo. Adicionalmente, se trata de un método rápido, sencillo 
y de bajo costo que permite evaluar la toxicidad de un gran número de muestras en un 
corto período de tiempo.  
La membrana les confiere a los glóbulos rojos su forma característica, así como 
también su flexibilidad, elasticidad y deformabilidad, por lo que cualquier alteración de 
esta resultaría en una pérdida de su estabilidad y, en consecuencia, la hemólisis de la 
célula (Pagano y Faggio, 2015). Debido a esto, este método ha resultado ser un buen 
indicador de citotoxicidad sobre células sanas. Es destacable que la mayoría de las 
especies analizadas no afectaran la membrana de los glóbulos rojos hasta la máxima 
concentración evaluada. Sólo N. armatum y J. seriphiodes alcanzaron la concentración 
hemolítica 50. Sin embargo, esta concentración es superior a la concentración necesaria 
para inhibir las enzimas del proceso inflamatorio, y es entre 4 y 23 veces más alta que 
las concentraciones necesarias para que N. armatum ejerza un efecto antioxidante in 
vitro, y entre 2 a 17 veces más alta en el caso de J. seriphioides. 
 A pesar de esta fuerte tendencia actual que apunta a reducir el uso de animales 
de experimentación, los entes reglamentarios siguen exigiendo ensayos de toxicidad en 
organismos complejos. Por lo tanto, la toxicidad de los extractos también se determinó 
utilizando el crustáceo Artemia salina como modelo de toxicidad aguda. Este organismo 
ha sido utilizado durante décadas a escala de laboratorio para ensayos de toxicidad 
debido a sus bajos costos, su buena correlación con otros ensayos con animales y 
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porque permite evaluar al mismo tiempo un gran número de muestras (Basma Rajeh y 
col., 2012).  
 Basma Rajeh y col (2012) llevaron a cabo un estudio para establecer el nivel de 
correlación entre el ensayo con A. salina y los ensayos tradicionales en ratones que 
permitió establecer una correlación numérica entre los dos ensayos. De acuerdo con 
esto, una dosis letal 50 (DL50) > 25 µg/mL se correlaciona con una DL50 in vivo de 
2500-8000 mg/kg, lo cual está por encima de los valores establecidos como tóxicos por 
la Organización para la Cooperación y Desarrollo Económicos (OCDE). Ninguno de los 
extractos de las 13 especies ensayadas en el presente trabajo alcanzó la DL50 hasta la 
máxima concentración evaluada (1000 µg/ml), por lo que podrían ser consideradas 
seguras. Adicionalmente, esta valoración concuerda también con la clasificación 
definida por Nguta y col. (2011) para este ensayo, el cual define como no tóxicos a 
aquellas muestras con DL50 entre 500 µg/ml y 1000 µg/ml. 
 Si bien prácticamente no existen estudios sobre la toxicidad de la mayoría de las 
especies analizadas en este trabajo, se ha demostrado que T. absinthioides no presentó 
toxicidad aguda in vivo hasta 2000 mg/kg, ni toxicidad luego de su administración 
repetidas veces hasta los 1000 mg/kg/día (Persia y col., 2017). Mientras que B. tola no 
presentó genotoxicidad en Drosophila melanogaster (Berzaín y Rodrigo, 2006), y P. 
lepidophylla presentó propiedades antiproliferativas en cultivos de células Caco-2 
(Rodrigo y col., 2010). 
En Argentina, la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y 
Tecnología Médica (ANMAT) también exige 20 años de uso seguro de drogas y plantas 
medicinales para autorizar su comercialización (ANMAT, 2009). Las especies 
medicinales estudiadas en este trabajo han sido utilizadas desde la antigüedad por las 
comunidades que habitan en la Puna, formando parte de las tradiciones orales locales. Si 
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bien sería necesario realizar estudios in vivo para demostrar completamente su 
inocuidad, su larga tradición de uso, junto con los resultados obtenidos en este trabajo 
respaldarían el potencial uso de estas especies vegetales para el tratamiento de 
patologías de carácter crónico. 
 
I.5. Conclusiones parciales 
 A pesar de que la medicina moderna ha alcanzado estas regiones de difícil 
acceso, la medicina herbal continúa siendo la principal fuente de tratamiento, como 
parte de la cultura ancestral de los habitantes de la región. Por lo que la validación 
científica de estos conocimientos resulta vital para la conservación cultural y ambiental 
de la región. Adicionalmente, el respaldo científico de estos conocimientos permitiría el 
desarrollo de nuevas terapias alternativas para enfermedades crónicas complejas de 
difícil tratamiento.  
Asimismo, los extractos hidroalcohólicos de especies nativas de la Puna 
argentina que se analizaron en el presente trabajo son de fácil preparación y requieren 
de mínima capacidad técnica. La preparación y comercialización de estos extractos por 
los habitantes de la región proporcionaría un ingreso a las economías regionales que 
dependen de la venta de estas especies medicinales nativas. 
Entre los resultados obtenidos se destacan: 
• Todas las especies vegetales estudiadas presentaron compuestos 
fenólicos flavonoides, no flavonoides y taninos, observándose una variación en cuanto a 
la concentración relativa de cada compuesto en las diferentes especies analizadas. Así se 
observó que, en la mayoría de las especies, el mayor porcentaje de polifenoles 
correspondió a compuestos fenólicos no flavonoides (60-98%), a excepción de E. 
multiflora, la cual se caracterizó por un elevado contenido de flavonoides, destacándose, 
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además, como la única especie que presentó una elevada concentración de taninos 
condensados. 
• Todas las especies evaluadas inhibieron en mayor o menor medida las 
enzimas proinflamatorias. Para las enzimas de la vía del ácido araquidónico, E. 
multiflora presentó la mayor potencia inhibitoria de la enzima lipoxigenasa, mientras 
que P. lucida y B. boliviensis fueron las especies más activas en la inhibición de la 
enzima sFLA2, y J. seriphioides y P. lepidophylla presentaron los mayores niveles de 
inhibición sobre la actividad de la enzima COX-2. Por otra parte, T. absinthioides se 
destacó por su fuerte capacidad para inhibir la enzima hialuronidasa, siendo más 
efectiva que los controles positivos utilizados. 
• Los estudios en cultivos celulares, para los cuales se utilizaron 
macrófagos RAW 264.7, permitieron determinar que P. lucida, P. lepidophylla y P. 
phyliciformis fueron las especies vegetales más activas en la inhibición de la producción 
total de NO. Los ensayos para determinar la capacidad de las especies para inhibir la 
expresión enzimática revelaron que P. lucida, P. phyliciformis, B. incarum y T. 
absinthioides inhibieron la expresión de la iNOS y COX-2, mientras que P. 
lepidophylla y J. seriphioides inhibieron sólo la expresión de la COX-2.  
• Las especies más efectivas para estabilizar la membrana de los lisosomas 
pertenecen a la familia Asteraceae. 
• Los ensayos de actividad antioxidante revelaron que E. multiflora, P. 
lepidophylla y T. andina presentaron la mayor capacidad reductora del Fe3+, mientras 
que A. deserticola fue la especie más activa en la quelación del Fe2+. E. multiflora, P. 
lepidophylla y P. phyliciformis presentaron la mayor capacidad depuradora del radical 
ABTS·+. En la depuración del NO se destacaron P. lucida, P. lepidophylla, P. 
phyliciformis y T. absinthioides. 
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• Ninguna de las especies vegetales estudiadas presentó citotoxicidad en el 
ensayo de hemólisis de glóbulos rojos ni toxicidad aguda en A. salina. 
 
Los resultados obtenidos sugieren que las especies arbustivas analizadas serían 
capaces de inhibir la producción de diferentes mediadores de la inflamación. Esto 
respalda no sólo los usos populares atribuidos a las mismas, sino también su uso 
potencial, solas o en combinación, como parte de formulaciones fitoterápicas para el 
tratamiento de patologías crónicas asociadas a procesos inflamatorios. Adicionalmente, 
estos estudios contribuyen al conocimiento y valorización de los usos tradicionales de 
nuestra flora nativa de ambientes extremos del noroeste argentino. 







ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE 
LAS MEZCLAS HERBALES 
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II.1. Preparación de mezclas y estudios de sinergismo 
 La búsqueda de agentes terapéuticos altamente efectivos y seguros, capaces de 
actuar sobre una molécula diana ha demostrado ser ineficiente para el tratamiento de 
enfermedades complejas que involucran un gran número de mecanismos. La naturaleza 
compleja de los extractos crudos obtenidos a partir de las plantas medicinales los 
convierte en agentes terapéuticos prometedores para tratar enfermedades complejas que 
requieran de tratamientos prolongados, ya que contienen una gran cantidad de 
moléculas biológicamente activas capaces de interactuar entre sí para actuar en 
simultáneo o individualmente sobre diferentes procesos metabólicos, aumentando su 
eficiencia (Wagner, 2011).  
 Por lo general, las plantas medicinales suelen utilizarse en forma de 
preparaciones multiherbales, ya que se ha demostrado que, en la mayoría de los casos, 
estas combinaciones suelen ser más efectivas que cada especie por separado (Wagner, 
2011). Al combinar distintas especies se espera que cada componente potencie a los 
demás de tal forma que el efecto de la combinación sea mayor que la suma de las partes, 
lo cual se conoce como sinergismo. También es posible combinar plantas medicinales 
con el objetivo de reducir o eliminar la toxicidad de algún componente, sin afectar sus 
propiedades beneficiosas para la salud, o bien para aumentan la biodisponibilidad, 
solubilidad y/o absorción de algún componente. Sin embargo, los componentes de una 
mezcla podrían actuar de forma antagónica, de tal forma que su efecto sea menor al de 
sus componentes individuales, o aditivamente (Chou, 2010).  
 A fin de aumentar la eficiencia de la inhibición de la respuesta inflamatoria 
exacerbada que caracteriza a las enfermedades crónicas, se seleccionaron las tres 
especies vegetales más activas para preparar mezclas binarias y ternarias. Las tres 
especies seleccionadas fueron P. lucida, T. absinthioides y E. multiflora. Como se 
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detalló en los resultados, el criterio de selección se basó en la capacidad de las especies 
vegetales para inhibir diversas enzimas proinflamatorias y en sus diferentes mecanismos 
de acción antioxidante, a fin de lograr un sinergismo general por inhibición simultánea 
de diferentes vías al mismo tiempo (Breitinger, 2012).  
Otro criterio que influenció la selección fueron los rendimientos de extracción. 
Este es un punto importante ya que determinaría no sólo los costos, sino también la 
viabilidad de producción de un fitoterápico. Un buen rendimiento de extracción 
reduciría a su vez la cantidad de material vegetal de partida necesario para obtener el 
extracto seco. En el caso particular de las tres especies seleccionadas, T. absinthioides 
presentó el mayor rendimiento de extracción entre las 13 plantas estudiadas, seguida por 
P. lucida y E. multiflora. Esto es importante debido a que, por tratarse de especies que 
crecen en ambientes áridos, su abundancia es comparativamente baja con respecto a las 
especies de ambientes húmedos, y en muchos casos, presenta una variación estacional, 
como es el caso de T. absinthioides.  
Una ventaja adicional tanto de P. lucida como de T. absinthioides es su 
abundancia: T. absinthioides presenta una amplia distribución geográfica, siendo capaz 
de crecer a diferentes niveles altitudinales, mientras que P. lucida forma parte de una de 
las formaciones vegetales más característica de la Puna sudamericana (Tolares).  
 
II.2. Perfil fitoquímico 
 Como se mencionó anteriormente, los principales responsables de las 
propiedades beneficiosas de las plantas medicinales son los diversos productos de su 
metabolismo secundario, entre ellos, los polifenoles; por lo que cualquier modificación 
en su composición puede alterar o modificar sus propiedades (Calixto, 2000).  
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Un gran número de factores, tanto humanos como naturales, son responsables de 
las variaciones en la composición fitoquímica de los productos herbales, entre los que se 
destacan el clima, suelo, momento de recolección, condiciones y solventes de 
extracción, entre otros. Es por ello que se ha puesto un gran esfuerzo a nivel 
internacional a fin de establecer pautas de estandarización para los productos herbales a 
los efectos de asegurar homogeneidad en la acción terapéutica de los productos 
fitoterápicos. Entre ellas se han impuesto pautas de buenas prácticas de recolección y 
manufactura, así como también se han establecido técnicas de control de calidad, entre 
las que se destacan técnicas de rutina para detectar y cuantificar los principales grupos 
fitoquímicos y ciertos marcadores químicos, bien sean los responsables de la actividad 
de la especie o compuestos mayoritarios que sirvan como identificadores de la misma 
(Organización Mundial de la Salud, 2005). 
Para el presente trabajo, la extracción se llevó a cabo por separado para cada 
especie siguiendo la misma metodología utilizada en la etapa de screening (Capítulo I) 
previo a la preparación de las mezclas, en un esfuerzo por eliminar posibles variaciones 
durante el proceso de extracción debido a diferencias en las velocidades de 
solubilización de las diversas moléculas presentes en cada especie vegetal. Una vez 
obtenidos los tres extractos, se prepararon soluciones de concentraciones conocidas, las 
cuales se combinaron para obtener las diferentes mezclas binarias y ternarias. 
Como control de calidad se cuantificaron por técnicas espectrofotométricas los 
principales grupos polifenólicos y se detectaron y cuantificaron por HPLC-DAD los 
marcadores más abundantes de cada especie tanto en los extractos individuales como en 
las mezclas. Como se detalló en los resultados, los metabolitos característicos de cada 
especie vegetal fueron detectados en todas las mezclas binarias y ternarias, y su 
concentración varió proporcionalmente a la cantidad de cada especie. Por lo que estas 
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técnicas podrían ser utilizadas para controles de calidad rutinarios de un potencial 
producto herbal. 
 
II.3. Actividad antiinflamatoria 
Tanto la experiencia popular como la ciencia han demostrado que las drogas (o 
plantas medicinales) que en combinación ejercen su efecto sobre múltiples moléculas 
dianas al mismo tiempo son mejores para controlar enfermedades complejas, además de 
ser menos susceptibles a generar resistencia, lo que las ha convertido en una importante 
estrategia terapéutica en muchas comunidades (Rathera y col., 2013). Como resultado, 
los preceptos de las medicinas alternativas o complementarias han recobrado su 
importancia en la medicina moderna en un intento por desarrollar terapias más 
eficientes con un enfoque más holístico. 
En la medicina tradicional china, al realizar combinaciones de especies 
medicinales se busca lograr fundamentalmente dos efectos: el refuerzo o la 
potenciación. En el primer caso, se busca lograr un efecto aditivo o sinérgico al mezclar 
especies con propiedades terapéuticas complementarias; mientras que, en el segundo, 
una especie medicinal es la “guía”, mientras que el resto de los componentes actuarían 
como “ayudantes”. Por lo general, en este caso las plantas medicinales se mezclan en 
diferentes proporciones, con la especie de la actividad principal en mayor concentración 
(Che y col., 2013).  
La inflamación es un proceso complejo en el cual están involucradas un gran 
número de vías metabólicas, por lo que sería necesaria la inhibición de varios procesos 
al mismo tiempo para lograr un tratamiento eficiente de las enfermedades crónicas 
asociadas a procesos inflamatorios. En busca de estos efectos, las tres especies 
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seleccionadas para este trabajo se mezclaron tanto en igual como en diferentes 
proporciones.  
En términos generales, se observó que las mezclas ejercían una mayor inhibición 
de las diferentes enzimas con respecto a los extractos de las plantas individuales, 
observándose un fuerte sinergismo para enzimas como la COX-2 y la hialuronidasa 
(Tabla 20 y 21), mientras que para la enzima LOX se observó un leve sinergismo 
(Tabla 19). Sólo se observó un efecto antagónico en la estabilización de los glóbulos 
rojos.  
Si bien para algunas enzimas no fue posible realizar los cálculos de sinergismo, 
los porcentajes de inhibición a la misma concentración permitieron inferir el efecto de 
las mezclas con respecto a las plantas individuales. Así, para la xantina oxidasa sólo una 
mezcla, el Mix G (mezcla binaria), fue capaz de inhibir la enzima en el mismo nivel que 
el extracto de la planta más activa (Fig. 46); mientras que, en la inhibición de la 
producción de nitritos en cultivos celulares, una mezcla ternaria (Mix B) y dos binarias 
(Mix F y Mix G) tuvieron un efecto similar al del extracto de la especie más activa (P. 
lucida) (Fig. 47).  
En el caso de la enzima sFLA2, a la misma concentración se observó una 
disminución de la capacidad inhibitoria de las mezclas con respecto a las especies 
individuales. Sin embargo, el sinergismo observado para las otras dos enzimas 
fundamentales de la vía del ácido araquidónico (COX-2 y LOX), compensaría esta 
disminución observada para la primera enzima de la vía, en un efecto conocido en la 
medicina herbal como polivalencia; es decir, el aumento de la eficacia clínica debido a 
un rango de actividades biológicas (Che y col., 2013). A pesar de que estudios más 
detallados serían necesarios para confirmar el efecto de las mezclas sobre las diferentes 
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enzimas proinflamatorias, estos resultados preliminares dan una idea sobre su posible 
mecanismo de acción conjunto. 
También se evaluó el efecto tanto de las mezclas como de las tres especies 
seleccionadas sobre la enzima COX-1 (Fig. 44). Esta isoforma constitutiva de la COX 
se caracteriza por participar en importantes procesos fisiológicos, por lo que su 
inhibición acarrea una gran cantidad de transtornos gastrointestinales (Brune y 
Patrignani, 2015). Debido a su alta similitud con la COX-2 (60% de semejanza en sus 
estructuras), la mayoría de los antiinflamatorios comerciales ejercen su acción sobre 
ambas enzimas, lo cual dificulta los tratamientos de enfermedades inflamatorias 
crónicas (Salvemini y col., 2013). Al evaluar efecto de las tres especies vegetales y sus 
mezclas sobre esta enzima se observó que cinco de las mezclas no inhibieron la 
actividad de esta enzima a la concentración evaluada, mientras que dos mezclas (una 
binaria y una ternaria) inhibieron levemente la COX-1 (Fig. 44), aunque su efecto fue 
mucho menor al exhibido por el antiinflamatorio usado como referencia (indometacina). 
 
II.4. Actividad antioxidante 
Los agentes oxidantes son producidos en el organismo como resultado del 
metabolismo normal. La generación de estas moléculas oxidantes es un mecanismo 
altamente complejo que involucra una enorme cantidad de procesos enzimáticos y no 
enzimáticos, entre las que se destaca la producción de EROs debido a la actividad de 
enzimas como NADPH oxidasa, xantina oxidasa, iNOS y enzimas del metabolismo del 
ácido araquidónico. Mientras que la mayor fuente no enzimática de este conjunto de 
moléculas es producida durante la cadena respiratoria en las mitocondrias (Gorrini y 
col., 2013).  
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En condiciones patológicas se produce un aumento de la actividad celular en el 
sitio afectado, lo cual se traduce en un aumento de la producción de EROs por múltiples 
vías. Los radicales libres y los EROs generan no sólo un daño directo a los tejidos 
afectados, sino que también actúan como moléculas señalizadoras, activando diversas 
citoquinas proinflamatorias y vías asociadas al factor-κB (NF-κB) (Gorrini y col., 
2013).  
Estudios han demostrado que encarar el estrés oxidativo utilizando un sólo 
agente antioxidante no resulta efectivo debido a la elevada complejidad inherente de 
este proceso, mientras que una mezcla de compuestos estructuralmente diversos podría 
actuar a diferentes niveles por complementación o potenciación de sus efectos 
individuales (Wang y col., 2011).  
Debido a que existe una amplia variabilidad en los mecanismos de acción 
antioxidante, resulta necesario emplear diferentes técnicas para determinar la existencia 
de sinergismo en estas moléculas. En los ensayos llevados a cabo para el presente 
trabajo se observó que la mayoría de las mezclas presentaron buenos niveles de 
sinergismo para la depuración de los radicales ABTS y AAPH y del NO, así como 
también para la reducción del Fe3+. Las mezclas también fueron capaces de reducir los 
niveles de EROs en cultivos celulares a niveles inferiores a los basales. Estos resultados 
indican que el efecto antioxidante de las mezclas estaría determinado por un efecto 
sinérgico sobre cada especie reactiva, y un efecto polivalente al actuar al mismo tiempo 









 Si bien el aumento del uso de medicinas herbales introduce la posibilidad de 
nuevas terapias alternativas o de potenciar terapias convencionales, también trae 
aparejada la necesidad de aumentar los controles de los medicamentos herbales a fin de 
evitar posibles reacciones adversas a sus componentes, puesto que no siempre se 
cumple la creencia popular que afirma que el uso prolongado de un medicamento herbal 
sin efectos indeseables es indicativo de inocuidad. También es importante tener en 
cuenta que, a pesar de que las mezclas herbales normalmente se realizan con la 
intención de reducir la toxicidad de algún componente, es posible que, al mezclarse, 
éstos interaccionen generando compuestos potencialmente dañinos para la salud o bien 
que existan interacciones adversas entre los múltiples componentes de las diferentes 
especies medicinales empleadas.  
Como resultado, se evaluó la toxicidad de las mezclas binarias y ternarias 
preparadas en tres niveles celulares, empleando técnicas micrométricas debido a sus 
bajos costos y practicidad. Para determinar las propiedades mutagénicas y pro-
mutagénicas de las mezclas se utilizó un organismo procariota (Salmonella 
typhimurium), mientras que su citotoxicidad se evaluó en un modelo con glóbulos rojos 
humanos. Para evaluar su toxicidad en un organismo complejo se utilizó el crustáceo 
Artemia salina como organismo control. 
 Una de las mayores preocupaciones de la medicina moderna son los compuestos 
carcinogénicos y mutagénicos, por lo que las reglamentaciones exigen extensos estudios 
siguiendo métodos estandarizados (Aparecida Resende y col., 2012). Uno de los 
métodos de más larga trayectoria y aceptación es el Test de Ames. Esta técnica utiliza 
organismos recombinantes de S. typhimurium histidina dependientes, que tienen 
diferentes tipos de mutaciones en el operón necesario para la síntesis de este 
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aminoácido, por lo que es posible evaluar diferentes tipos de mutagenicidad en las 
muestras a analizar. Adicionalmente, por medio de un pretratamiento de las muestras 
con un coctel de enzimas hepáticas (fracción microsomal S9) es posible determinar la 
existencia de compuestos pro-mutagénicos (Hengstler y Oesch, 2001). Como se 
describió en el apartado de resultados, ninguna de las mezclas presentó propiedades 
mutagénicas ni pro-mutagénicas.  
 Los glóbulos rojos son los principales componentes celulares de la sangre y 
cumplen una función vital para el organismo al transportar el oxígeno a los distintos 
órganos y tejidos, por lo que cualquier alteración en su membrana sería letal. La 
carencia de estructuras membranosas internas, así como su disponibilidad y fácil manejo 
los convierte en buenos modelos para determinar parámetros de toxicidad para seres 
humanos (Pagano y Faggio, 2015). Ralph y col. (2009) propusieron como parámetros de 
toxicidad in vitro en función del grado de hemólisis un rango no tóxico para porcentajes 
de hemólisis de 0-9%, ligeramente tóxico de 10 a 49%, tóxico (50 a 89%) y altamente 
tóxico (90 a 100%). En el caso de las especies seleccionadas y sus mezclas, los 
porcentajes de hemólisis variaron entre un 4,93% y un 0,14% (Tabla 28), por lo que 
ninguna de las muestras sería citotóxica en el rango de concentraciones evaluado.  
A su vez, estos resultados concordaron los obtenidos mediante el test de A. 
salina, en el cual ninguna de las especies ni sus mezclas afectaron la viabilidad de las 
larvas hasta la máxima concentración evaluada. Lo cual garantizaría el uso seguro de las 
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II.6. Conclusiones parciales 
 La mezcla de especies vegetales a fin de potenciar sus propiedades medicinales 
es una práctica ampliamente difundida entre las diferentes culturas del mundo, cuya 
eficacia ha sido validada por la experiencia y mediante un gran número de estudios 
científicos. Con este objetivo en mente, se realizaron mezclas herbales binarias y 
ternarias utilizando tres especies vegetales seleccionadas en función de su capacidad 
inhibitoria sobre diferentes enzimas proinflamatorias. 
 Los resultados obtenidos permiten concluir: 
• Las combinaciones binarias y ternarias de las especies seleccionadas tuvieron un 
efecto sinérgico en la inhibición de las enzimas hialuronidasa, LOX y COX-2. En el 
caso de la LOX se observó además un mayor efecto en las combinaciones con una 
mayor proporción de E. multiflora en su composición. Sólo la combinación ternaria Mix 
B presentó un efecto aditivo sobre la actividad de la COX-2. 
• La mayoría de las combinaciones binarias y ternarias, a excepción de las 
mezclas A y G, no afectaron la actividad de la isoforma constitutiva COX-1 con 200 
µg/ml.  
• La mayoría de las combinaciones inhibieron ligeramente la actividad de las 
enzimas sFLA2 y xantina oxidasa con 200 µg/ml, sólo las mezclas D y E no afectaron la 
actividad de la sFLA2 a esta concentración. 
• Ninguna de las combinaciones protegió la membrana de los glóbulos rojos en 
todo el rango de concentraciones evaluadas, denotando un efecto antagónico. 
• Las mezclas ternarias A y B, y las binarias F y G presentaron la mayor 
capacidad inhibitoria de la expresión de la iNOS en cultivos celulares primarios de 
macrófagos murinos. Las mezclas B, F y G además presentaron la mayor reducción de 
la producción de NO en macrófagos murinos estimulados con LPS-INFɣ. 
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• En cuanto a la capacidad antioxidante, todas las combinaciones presentaron 
sinergismo en la reducción del Fe3+, en la inhibición de la hemólisis oxidativa y en la 
depuración del NO y del radical ABTS. Mientras que presentaron un efecto aditivo en la 
depuración del ión peroxilo y antagonismo en la quelación del Fe2+  
• En cuanto a los ensayos en sistemas celulares, todas las combinaciones fueron 
capaces de reducir los niveles oxidativos de los macrófagos murinos hasta niveles 
inferiores a los basales. 
• Ninguna de las combinaciones presentó citotoxicidad en glóbulos rojos humanos 
ni toxicidad en el test de A. salina. Asimismo, ninguna combinación presentó 
propiedades mutagénicas ni pro-mutagénicas. 
 Estos resultados permiten proponer un posible mecanismo de inhibición de 
enzima LOX, fundamentalmente por reducción del Fe3+ del grupo no-hemo de la 
enzima y por depuración de los radicales libres del ciclo de óxido-reducción de la 
misma. Mientras que, en el caso de la inhibición de la producción de NO en cultivos 
primarios para las 3 combinaciones más activas (mezclas B, F y G), los datos de 
inhibición de la expresión de la iNOS en macrófagos murinos y depuración de NO en 
sistemas libres de células indicarían que el Mix B posiblemente actúe principalmente 
inhibiendo la actividad de la enzima y depurando el NO, mientras que las mezclas F y G 
estarían actuando en los 3 niveles (actividad y expresión de la iNOS, y depuración del 
NO). 
 Por otra parte, de acuerdo a los resultados obtenidos para las mezclas, dos de 
ellas se destacaron por su potencial para ser utilizados en fitoformulaciones: El Mix A 
(mezcla ternaria) se destacó por sus propiedades más balanceadas, presentando una 
buena capacidad inhibitoria de diferentes enzimas proinflamatorias (sFLA2, COX-2, 
LOX, iNOS y hialuronidasa) y una buena capacidad antioxidante, lo cual la convierte en 
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una opción interesante para formulados destinados a aliviar los síntomas de 
enfermedades inflamatorias. Por otra parte, el Mix G (mezcla binaria) se destaca 
principalmente por sus propiedades antioxidantes, exhibiendo una buena capacidad 
reductora y depuradora de radicales, además de una buena capacidad inhibitoria de la 
enzima xantino oxidasa. Esta mezcla está formada por partes iguales de P. lucida y T. 
absinthioides, las dos especies que exhibieron los mayores rendimientos de extracción. 
Adicionalmente, T. absinthioides es una especie altamente ubicua que puede ser 
encontrada a diferentes niveles altitudinales desde el norte de Argentina hasta la 
provincia de Chubut. Esto lo convierte en una mezcla atractiva para ser utilizada como 
parte de formulaciones cosméticas y farmacéuticas.  
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De acuerdo con los objetivos planteados para este trabajo de tesis doctoral se logró: 
1. Brindar un respaldo científico a las propiedades que la medicina folclórica de las 
comunidades de la Puna argentina atribuye a las 13 especies vegetales evaluadas 
en este trabajo, en particular de sus propiedades antiinflamatorias. 
2. Contribuir al conocimiento de la composición fitoquímica y actividad biológica, 
así como también revalorizar los usos tradicionales de la flora nativa de nuestro 
país.  
3. Reportar la identificación tentativa de 12 compuestos fitoquímicos de cada una 
de las tres especies más activas: Parastrephia lucida, Tessaria absinthioides y 
Ephedra multiflora. 
4. Establecer el potencial antioxidante y antiinflamatorio de mezclas binarias y 
ternarias preparadas a partir de los extractos hidroalcohólicos de las tres especies 
vegetales más activas, demostrando la posibilidad de utilizar estas especies en 
combinación como parte de formulaciones farmacéuticas y cosméticas. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron ahondar en el estudio 
científico de las propiedades medicinales de las especies vegetales de la Puna 
argentina. En base a los resultados obtenidos en este trabajo, junto con resultados 
previamente reportados por nuestro grupo de trabajo, es posible proponer el uso de 
los extractos hidroalcohólicos como parte de formulaciones fitoterápicas. En 
particular, se muestra el potencial uso de las tres especies más activas (P. lucida, T. 
absinthioides y E. multiuflora) en combinación para el tratamiento de enfermedades 
inflamatorias complejas en las que resulta necesaria la inhibición de varias vías 
metabólicas en simultáneo a fin de asegurar la efectividad del tratamiento a largo 
plazo. Por otra parte, la identificación de los componentes de estas tres especies 
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permitirá establecer parámetros para el control de calidad de posibles formulaciones 
cosméticas o farmacéuticas. 
 
Los desafíos futuros que se plantean en base a los estudios realizados en el presente 
trabajo de tesis doctoral son: 
1. Realizar estudios in vivo de las combinaciones que demostraron una mayor 
actividad sobre las enzimas proinflamatorias a fin de demostrar su efecto 
antiinflamatorio. 
2. Preparar y caracterizar formulaciones farmacéuticas a partir de las mejores 
combinaciones, y realizar estudios in vivo para corroborar sus propiedades 
antiinflamatorias. 















5-HPETE: Ácido 5-hidroperoxieicosatetraenóico 
AA: Ácido araquidónico 
AAPH: Dihidrocloruro de 2,2'-azobis-2-amidinopropano 
ABTS: Ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos 
ANMAT: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 
Médica 
AnxA1: Anexina A1 
BHT: Butilhidroxitolueno 
Buffer PBS: Buffer fosfato salino 
Buffer RIPA: Buffer para radioinmunoprecipitación 
C5a: Anticuerpo C5a del sistema de complemento 
CCL2: Proteína quimioatrayente de monocitos 1 
CD50: Concentración depuradora 50 
CD25: Concentración depuradora 25 
CH50: Concentración hemolítica 50 
CI50: Concentración inhibitoria 50 
CQ50: Concentración quelante 50 
CNEA: Comisión Nacional de Energía Atómica 
CP50: Concentración protectora 50 
CR50: Concentración reductora 50 




CXCL8: Interleucina 8 
CYP450: Citocromo P450 
DCF: 2',7'-diclorofluoresceína 
DL50: Dosis letal 50 
DMAB: p-dimetilaminobenzaldehido 
DMAC: 4-dimetilaminocinamaldehído 
DMEM: Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DNP: 2,4-dinitrofenilhidrazina 
DS: Desviación estándar 
DSCG: Cromoglicato de sodio 
DTNB: 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico 
EAC: Equivalentes de ácido caféico 
EAG: Equivalentes de ácido gálico 
ECACC: European Collection of Cell Cultures 
EGCG: Epigalocatequina galato 
EN: Equivalentes de naringenina 
EPB2: Equivalentes de proantocianidina B2 
EQ: Equivalentes de quercetina 
ERNs: Especies reactivas del nitrógeno 
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EROs: Especies reactivas del oxígeno 
FLAP: Proteína activadora de la 5-LOX 
cGMP: Guanilil monofosfato cíclico 
GTP: Guanilil trifosfato 
H2DCFDA: 2',7'-diclorodihidrofluoresceina 
HETE: Ácidos hidroxieicosatretaenóicos 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución 
HPLC-DAD: Cromatografía de alta resolución con arreglo de diodos 
HPLC-ESI-MS/MS: Cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 
espectrometría de masa por ionización por electrospray 
HRBC: Suspensión de glóbulos rojos humanos 
Hyal: Hialuronidasa 
IC: Índice de combinación 
IL: Interleuquinas 
IL-1, IL-6: Interleuquinas 
IFN-γ: Interferón-ɣ 
iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible 
Liso-PAF: Lisofosfolípido asociado al factor de agregación plaquetaria 
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LTC4: Leucotrieno C4 
LTC4S: Leucotrieno C4 sintetasa 
LTA4H: Leucotrieno A4 hidrolasa 
LX: Lipoxinas 
MS/MS: Masa/masa 
msnm: Metros sobre el nivel del mar 
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-bromuro de tetrazolio 
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NAGA: N-acetilglucosamina 
NF-κβ: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células β 
activadas 
NOX: NADPH oxidasa 
NO: Óxido nítrico 
NPD: 4-nitro-O-fenilendiamina 
OCDE: Organización para la Cooperación y Desarrollo Económicos 
P2X7: Purinoceptor 7 
PAF: Factor de agregación plaquetaria 
PG: Prostaglandinas 
PGDS: Prostaglandina D sintetasa 
PGES: Prostaglandina E sintetasa 
PGHS: Prostaglandina G/H Sintasa 
PGIS: Prostaciclina I sintetasa 
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PMAD: Patrones Moleculares Asociados a Daños 
PPM: Patrones Patogénicos Moleculares 
PS: Peso seco 
PTFE: Politetrafluoroetileno 
PVDF: Membranas de polivinilo 
RM: Relación de mutagenicidad 
RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute 
SDS: Dodecil sulfato de sodio 
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
SIDA: Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida 
TGF-β: Factor de Crecimiento Transformante β 
TNF: Factor de Necrosis Tumoral 
TNFα: Factor de Necrósis Tumoral α 
TPTZ: 2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazina 
TX: Tromboxanos 
VCAM-1: Proteína de adhesión vascular 
XO: Xantina oxidasa  
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